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1. Zusammenfassung 1

1. ZUSAMMENFASSUNG

Die Faltung von Proteinen in die native Konformation wirdsivo durch eine komplexe
Maschinerie von Chaperonen und Faltungskatalysatoren unterstiitzt. Im Cytoplasma von
Escherichia coliist die Faltung von Proteinen bereits gut untersucht. Die im Periplasma wir-
kenden Helfer sind jedoch weitgehend unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde als Modellprotein ein periplasmatisches Haushalts-
enzym, diea-Amylase MalS auk. coli, ausgewahlt, um die Faltung eines periplasmatischen
Proteinsn vivo undin vitro zu untersuchen.

Fur ein Verstandnis des Faltungsablaufs von MalS war es zunachst notwendig, das Protein
zu reinigen und biochemisch zu charakterisieren: MalS ist ein globulares, monomeres Enzym,
das C&* gebunden hat. Die enzymatische Aktivitat ist stark vom pH-Wert abhangig. MalS
zeigt eine Stabilitdt gegenuber hohen Salzkonzentrationen, nicht jedoch gegeniiber dem De-
tergens SDS. Mit dem Substrat p-NitropheayB-Maltohexosid wurden eini€y, von 49uM
und einevy,ax Von 0,36umol/min pro mg Protein bestimmit.

MalS enthélt vier Cysteine; diese bilden zwei Disulfidbriicken, die kartiert wurden. Die
Untersuchung der Disulfidbricken in MalS hat ergeben, daf diese dem nativen Protein keinen
Stabilitatsgewinn gegeniber biochemischen Faktoren vermitteln. lhre Ausbildung ist aber
eine Voraussetzung fur die erfolgreiche Faltung des Prateirigo und auchn vitro.

Die Lokalisation der Disulfidbriicken ist fur eimeAmylase einmalig. Der N-Terminus
von MalS ist nicht homolog zu anderen Amylasen, sondern zeigt Homologie zur apikalen
Domaéne von GroEL. Seine Aufgabe konnte es sein, wahrend der Faltung als intramolekulares
Chaperon zu agieren. Durch die Ausbildung der Disulfidbricken wird der N-Terminus von
MalS an die C-terminale Amylasedomane herangefuhrt, um die Faltung dieser Domane zu
vermitteln.

Die Ausbildung der Disulfidbricken in MalS wiid vivo durch die Disulfidbricken-
Oxidoreduktase DsbA katalysiert. In Stdmmen ohne funktionelles DsbA ist die Faltung von
MalS ineffizient. Das falschgefaltete MalS ist unldslich und wird proteolytisch beseitigt. Als
verantwortlich fur diesen Abbau konnte die Protease DegP identifiziert werden.

AulBerdem wurde fur DegP noch die Funktion eines Chaperons gefunden. In einem
dsbAdegP-Stamm wird MalS nicht gefaltet. Die Expression einer proteolytisch inaktiven
Punktmutante von DegP, Degf3 oa €rmoglichte wieder eine Faltung von MalS. Dies zeigte,
daR DegRn vivonicht nur den Abbau von falschgefaltetem MalS vermittelt, sondern auch die
Faltung unter Strel3bedingungen. Aunolvitro konnte die Faltung von MalS durch DegP un-
terstutzt werden. Es wurde eine Beziehung von Faltung versus Abbau in Abh&ngigkeit von
der Temperatur bestimmt.
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DegP wird als ein allgemeines Chaperon postuliert. Neben MalS, als Substrat der Cha-
peronaktivitdt von DegP, konnte auch eine Unterstitzung der Falturfty@alaktosidase
und Citrat Synthase vitro durch DegP gefunden werden.

Eine Struktur- und Funktionsanalyse von DegP war anhand konstruierter Derivate, bei de-
nen einzelne Doménen deletiert sind, moglich. Beide PDZ-Domanen sind fur die Oligomeri-
sierung des Molekils und eine effiziente proteolytische Funktion wichtig. Dies konnte auf
einer kooperativen Wechselwirkung der Untereinheiten durch die Oligomerisierung beruhen.
Fur die Chaperonaktivitat haben die PDZ-Domanen keine Bedeutung, diese scheint allein
durch die katalytische Doméane vermittelt zu werden.

Der Wechsel vom Chaperon zur Protease ist bei DegP Uber die Temperatur gesteuert. Mit
steigender Temperatur nimmt die proteolytische Aktivitat zu und Uberlagert die Chaperonak-
tivitat. Als Regulationsmechanismus fur diesen Wechsel wird eine Konformationsdnderung,
die eine Verlagerung des Serins der katalytischen Triade kontrolliert, vorgeschlagen.

Die Protease DegP ist somit ein bifunktionelles Protein: Chaperon und Protease. Die zwei
Funktionen innerhalb eines Molekils erlauben der Zelle eine schnelle und prazise Entschei-
dung Uber das Schicksal entfalteter Proteine: Faltung oder Abbau!
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2. EINLEITUNG

.Proteine falten spontan, und der Faltungsablauf ist in der Primarstruktur des Proteins de-
terminiert”.

Dieses Konzept wurde aus den ersten Experimenten von Christian B. Anfinsen zur Unter-
suchung der Proteinfaltung abgeleitet (Anfinsen, 1973). In seinen Experimenten konnte die
Faltung von chemisch denaturierter RNaseAitro durch ein einfaches Verdinnen in eine
waldrige Losung initiiert werden. Dabei werden hydrophobe Aminoséuren im Kern des Pro-
teins und hydrophile auf der Oberflache angeordnet. Die Gruppierung der Aminosauren im
gefalteten Protein nach diesem Prinzip ist inzwischen allgemeingultig. Mittlerweile ist be-
kannt, dal3 die Faltunig vivound auch die vieler Proteime vitro abhangig ist von anderen
Proteinen, sogenannten Faltungshelfern (Beissinger und Buchner, 1998). Ohne das Zusam-
menspiel von Faltungshelfern und faltendem Protein wirde es zu falsch gefalteten Interme-
diaten kommen, die in thermodynamischen Sackgassen verbleiben. Dies fuhrt schlie3lich zur
Aggregation vieler Proteine und ware letal fur die Zelle.

Das Maltosesystem vo. coli dient der effektiven Verwertung von Maltooligosacchari-
den (Schwartz, 1987). Die Proteine dieses Systems sind gut charakterisierte Haushaltsenzy-
me. lhre Synthese und Faltung finden unter den verschiedensten Bedingungen statt, und sie
mussen deshalb einer standigen Qualitatskontrolle durch Proteasen und Chaperone unterlie-
gen. Aufgrund dieser Anforderungen stellen die Proteine des Maltosesystems ein geeignetes
Modell fir das Studium der Proteinfaltuimgvivodar.

2.1 Das Maltosesystem voBscherichia coli

Die Aufnahme von Dextrinen aus dem umgebenden Medium beginnt mit der Diffusion der
Dextrine durch die Pore LamB in den periplasmatischen Raum (Freundlieb et al., 1988)
(Schirmer et al., 1995). Die GenalK, malF undmalG kodieren fir die Proteine des Malto-
se ABC-Transportsystem in der Cytoplasmamembran (Froshauer und Beckwith, 1984) (Dassa
und Hofnung, 1985). MalE ist das periplasmatische Bindeprotein fir Maltose und Maltodex-
trine (Kellermann und Szmelcman, 1974). Gleichzeitig ist MalE chemotaktischer Vermittler
zur Auffindung von Maltose. Nach der Bindung von MalE an Maltodextrine erfolgt eine Kon-
formationsanderung, wodurch die Ubergabe an den MalFGK-Komplex und der anschlieRende
Transport ins Cytoplasma madglich werden.

2.1.1 Dextrinspaltende Enzyme des Maltosesystems

Das durch den MalFGK-Komplex gebildete Transportsystem kann Maltose und Malto-
dextrine bis zu einer Gesamtlange von sieben Glucoseeinheiten vom Periplasma in das Cyto-
plasma transportieren (Hengge und Boos, 1983) (Shuman, 1982). Fur die Verwertung lange-
rer Maltodextrine muf3 im Periplasma erst eine Spaltung in kurzkettige Maltodextrine stattfin-
den. Dies wird durch die im Periplasma lokalisiartdmylase MalS (Freundlieb et al., 1988)
katalysiert.

Neben MalS sind ife. coli noch drei weitere dextrinspaltende Enzyme bekannt: MalP
(Schwartz und Hofnung, 1967) (Hofnung et al., 1971), MalQ (Palmer et al., 1976) (Pugsley



2. Einleitung 4

und Dubreuil, 1988) und MalZ (Tapio et al., 1991). Diese drei Proteine sind aber cytoplasma-
tisch lokalisiert und sind fur die Verwertung und Verstoffwechselung der Dextrine verant-
wortlich.

2.1.2 Diea-Amylase MalS

DasmalSGen kodiert fir ein Protein von 676 Aminosauren mit einem Molekulargewicht
von 75 644 Da (Schneider et al., 1992). Das reife Protein beginnt mit der Aminoséaure 18. Die
ersten 17 Aminosauren dienen als Signalsequenz fur den Export des Proteins in das Periplas-
ma. Nach der Abspaltung der Signalsequenz hat MalS ein theoretisches Molekulargewicht
von 73 961 Da.

MalS zeigt nicht die fion-Amylasen typische endolytische starkespaltende Aktivitat. Das
Hauptspaltprodukt bei der Inkubation von MalS mit Maltodextrinen mit einer Lange von
mehr als sechs Glucoseeinheiten ist Maltohexose (Schneider et al., 1992). Auffallig ist daher
auch das Verhalten gegenuber p-Nitrophenyl-Maltooligosacchariden, einem chromogenen
Analogon zu den Maltooligosacchariden. Die p-Nitrophenyl-Maltooligosaccharide werden als
artifizielle Substrate fir Amylasen eingesetzt. Sie sind aufgebaut aus einer Oligosaccharid-
kette definierter Lange, an deren reduzierendem Ende eine Nitrophenylgruppe sitzt. Durch die
Abspaltung der Nitrophenylgruppe kommt es zur Freisetzung von p-Nitrophenol. Dies fihrt
zu einer Gelbfarbung des Versuchsansatzes. Die Substratspezifitat der Amylasen kann des-
halb durch p-Nitrophenyl-Maltooligosaccharide unterschiedlicher Kettenlange bestimmt wer-
den. Das Enzym MalS setzt p-Nitrophenol wesentlich schneller augrgphenyl-
Maltohexosid (PG-6) frei als aus p-Nitrophenyl-Maltoheptosid. Dies zeigt, dal3 der Reakt-
onsmechanismus Uber das nichtreduzierende Ende der Polysaccharidkette lauft und bevorzugt
Maltohexoside freigesetzt werden (Boos und Shuman, 1998). Die Freisetzung von Glucose
vom nichtreduzierenden Ende ist normalerweise ein Charakteristikur-#omylasen. Da
bei MalS jedoch eine Sequenzhomologie zu delmylasen besteht, findet die Zuordnung
zu diesen statt, obwohl der Reaktionsmechanismus demp-danylasen entspricht
(Schneider et al., 1992). MalS spaltet auch Cyclodextrine in die entsprechenden linearen
Dextrine. Cyclodextrine haben kein freies Ende und sind deshalb kein Substrat fur
B-Amylasen (Freundlieb und Boos, 1986).

2.1.2.1 Homologie von MalS zu anderen Amylasen

MalS zeigt eine Homologie zu verschiedenen anderdmylasen. Die grof3te Homologie
wurde bei dera/f Amylase von Bacillus polymyxa(30,8 %), der Cyclodextrin-
Glycosyltransferase vaklebsiella pneumoniaé28,4 %) und den-Amylase vonAspergillus
oryzae(33,3 %) bestimmt (Schneider et al., 1992).

Bei dena-Amylasen wurde eine Homologie in vier Bereichen der Primarstruktur beob-
achtet. Diese vier Regionen bilden die Substratbindestelle, dieEiadestelle und das ka-
talytische Zentrum; sie sind auch in MalS konserviert. In MalS sind diese Segmente jedoch
im Vergleich zu anderem-Amylasen weiter zum C-Terminus versetzt, da MalS eine
N-terminale Erweiterung mit einer LaAnge von ca. 200 Aminosauren besitzt, die nicht in ande-
ren Amylasen gefunden wird (Svensson, 1994).
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Die meisten Amylasen, die Disulfidbriicken ausbilden, haben vier konservierte Cysteine.
In MalS ist nur eines dieser vier konservierten Cysteine vorhanden, obwohl MalS zwei Disul-
fidbriicken ausbildet (vorliegende Arbeit).

2.1.2.2 Tertiarstruktur von Amylasen

Die Cyclodextrin-GlucanotransferaseanAmylasen undx—Glucosidasen katalysieren alle
die Spaltung vom-1,4-glycosidischen Bindungen in Maltooligosacchariden oder Polysaccha-
riden, wie z. B. Amylose und Amylopektin (MacGregor und Svensson, 1989). Es ist daher
nicht verwunderlich, daf’ in dem aktiven Zentrum dieser drei verschiedenen Enzyme Bereiche
starker Homologie existieren (Janecek, 1993).

Die a-Amylasen aus verschiedenen Organismen scheinen eine gleiche Supersekundar-
struktur zu haben, obwohl sie stark in ihrer Aminoséauresequenz variieren (MacGregor und
Svensson, 1989). Die ersten 400 Aminosauren des N-Terminus bildew/B)g-Kald
(Wiegand et al., 1995). In dieser Struktur formen acht parglkS&ange den Kern, der von
achta-Helices umgeben ist. DiB-Strange undx-Helices sind alternierend durch kurze
Schleifen miteinander verknupft. Die Schleife zwischen dem drgt&trang und der dritten
o-Helix ist vermutlich an der Substratbindung beteiligt (Svensson, 1994). In einer weiteren
Schleife liegt eine Ga-Bindestelle (Boel et al., 1990). Der C-Terminus dekmylasen va-
riiert stark in seiner Lange. Eine mdgliche Funktion fir den C-Terminus ist noch nicht be-
kannt.

2.2 Die Proteinfaltung im Cytoplasma vorEscherichia coli

Das Cytoplasma ist nicht nur das Kompartiment, in dem sich das bakterielle Chromosom,
der Replikationsapparat und die Enzyme des Stoffwechsels befinden, sondern ist auch der
Ausganspunkt der Synthese aller Proteine. Wahrend oder nach der Translation des Proteins
am Ribosom findet eine Sortierung in Proteine, die im Cytoplasma verbleiben, und solchen,
die transloziert werden, statt. Aufgrund dieser Trennung sind beide auf verschiedene Fal-
tungsmaschinerien angewiesen, und so gibt es Gemeinsamkeiten bei der Faltung, aber auch
kompartimentspezifische Unterschiede. Es gibt Proteine, die in beiden Zellkompartimenten
falten kénnen, und solche, deren Faltung kompartimentspezifisch ist. Bei den Faltungshelfern
muld zwischen Chaperonen und Faltungskatalysatoren differenziert werden. Chaperone ver-
hindern die Aggregation von denaturierten Proteinen und werden in allgemeine und spezifi-
sche Chaperone untergliedert. Die allgemeinen Chaperone haben eine sehr breite Substratspe-
zifitat, wohingegen die spezifischen Chaperone die Faltung weniger oder gar nur eines Pro-
teins unterstitzen kénnen. Im Gegensatz zu den Chaperonen modifizieren Faltungskatalysato-
ren ein Protein bei der Faltung chemisch, wobei die Peptidbindung selbst oder eine Ami-
nosaureseitenkette betroffen sein kann.

2.2.1 Die Faltungshelfer im Cytoplasma

Im Cytoplasma ist bereits eine Vielzahl von allgemeinen und spezifischen Chaperonen be-
kannt und gut charakterisiert. Wichtige Vertreter sind die DnaK-Chaperonmaschine, beste-
hend aus den Proteinen DnaK, DnaJ und GrpE, und der GroEL/ES-Komplex. Beide Systeme
sind nicht nur fur eine effizientde novoFaltung von Proteinen essentiell, sondern auch bei
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der Antwort auf zellularen Stref3. Die Chaperone binden ihre Substrate Gber eine Domane, die
hydrophobe Elemente im Zielprotein erkennt. Die Bindung und Freisetzung des Substrats
geschieht in beiden Fallen durch eine von ATP-Bindung und -Hydrolyse vermittelte Konfor-
mationsanderung des Chaperons (Bukau und Horwich, 1998). Fur die vollstandige Faltung
eines Proteins sind mehrere Zyklen von Bindung und Freisetzung erforderlich.

Die einzigen im Cytoplasma bekannten Faltungskatalysatoren sind Peptidyl-&tselyl-
trans-Isomerasen (PPlasen). PPlasen sind ubiquitdre Proteine; sie katalysienisrtrdies
Isomerisierung von Peptidyl-Prolyl-Bindungen in Peptiden und Proteinen (Fischer et al.,
1984). PPlasen kénnen in drei Familien unterteilt werden (Rudd et al., 1995). Charakteristisch
fur die einzelnen Familien ist eine Hemmung durch spezifische Immunsuppresiva wie Cy-
closporin, FK506 und Rapamycin. PPlasen sind im Cytoplasma und im Periplasma von
E. coli lokalisiert. Die drei im Cytoplasma identifizierten PPlasen sind Trigger Faktor
(Hesterkamp et al., 1996), PPIb (Hayano, 1991) und PPIc (Wulfing et al., 1994).

2.2.2 Das Redoxpotential im Cytoplasma

Das Cytoplasma ist ein reduzierendes Milieu; die Proteine im Cytoplasma bilden deshalb
keine stabilen Disulfidbriicken. Eine Ausnahme sind die Proteine Hsp33 (Jacob et al., 1999)
und OxyR (Zheng et al., 1998), deren Funktion durch eine Disulfidbriicke vermittelt oder
gesteuert wird. Wird der Redoxstatus des Cytoplasmas gestort, reagiert die Zelle sofort darauf
und reguliert das Redoxpotential durch verschiedene Mechanismen wieder auf den Sollwert
(Aslund und Beckwith, 1999).

Der reduzierende Status des Cytoplasmas wird durch zwei unabhangige Systeme aufrecht-
erhalten (Abbildung 2-1).

Glutaredoxin 2,3 ﬂ R I ~
(GrxB,C)

Glutaredoxin 1 Thioredoxin 1 Thioredoxin 2
' (GrxA) (TrxA) (TrxC)

Glutathion

Glutathion Oxido-Reduktase Thioredoxin-Reduktase
(Gor) (TrxB)

NADPH

Abb. 2-1. Reduktion von Disulfidbriicken in cytoplasmatischen Proteinen (nach Stewart et al. (Stewart et
al., 1998)).
Die Pfeile geben den Reduktionsweg der Disulfidbriicken an.
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Thioredoxin/ThioredoxirReduktase System:
Disulfidbriicken in cytoplasmatischen Proteinen werden bei diesem System durch Thio-
redoxin 1 (TrxA) oder Thioredoxin 2 (TrxC) reduziert. Die Thioredoxine werden dabei selber
oxidiert und mussen durch Thioredoxin-Reduktase (TrxB) wieder reduziert werden. Die Re-
generation des oxidierten TrxB erfolgt durch NADPH (Derman et al., 1993) (Stewart et al.,
1998).

Glutathion/Glutaredoxin System:
Die Disulfidbricken im Zielprotein werden bei diesem System durch Glutaredoxin 1, 2 oder 3
(GrxA, B, C) reduziert. Die Regeneration, des bei diesen Prozessen entstehenden oxidierten
Glutathion, wird durch die Glutathion Oxido-Reduktase (Gor) katalysiert (Stewart et al.,
1998).

2.3 Die Proteinfaltung im Periplasma vorEscherichia coli

Die Proteine des Periplasmas werden im Cytoplasma synthetisiert und anschliel3end an ih-
ren Bestimmungsort transportiert. Da fur diese Translokation das Protein in einem ungefalte-
ten Zustand vorliegen muf3, darf die Faltung erst im Periplasma stattfinden (Pugsley, 1993).
Im periplasmatischen Raum befindet sich deshalb eine eigene Faltungsmaschinerie.

2.3.1 Die Translokation von Proteinen tber die Cytoplasmamembran

Sekretorische Proteine tragen vor dem reifen Teil des Proteins eine Signalsequenz, die eine
Sortierung der Proteine bewirkt (Inouye und Beckwith, 1997). Die Signalsequenz wird nach
der Translokation ins Periplasma durch eine spezielle Protease (z. B. LepB) abgespalten
(Dalbey und Heijne v. , 1992).

Fur einen post-translationalen Transport missen die Proteine nach der Synthese den
Translokationskomplex in einem ungefalteten Zustand erreichen (Randall et al., 1990). Um
eine Faltung oder Aggregation auf diesem Weg zu verhindern, dienen zum einen die Signal-
sequenz selbst (Park et al., 1988) (Laminet und Pluckthun, 1989), zum anderen auch Cha-
perone. Insbesondere SecB ist auf diesen Transport spezialisiert (Lecker et al., 1990)
(Kumanoto, 1991); seine Beteiligung ist jedoch nicht bei allen exportierten Proteinen not-
wendig. DnaJ/K und GrpE sind zusammen mit anderen Hitzeschockproteinen am Export von
SecB-unabhangigen Vorlauferproteinen beteiligt (Wild et al., 1996). Die Hitzeschockproteine
DnaJ/K und GroEL/S kénnen die SecB-Funktion wahrend der Proteintranslokation ersetzen
(Altman et al., 1991) (Wild et al., 1992) (Wild et al., 1993).

Der komplette Translokationsapparat besteht aus sieben Proteinen: SecA, SecD, SeckF,
SecY, SecE, SecG und LepB. Der Translokator selbst wird aus den beiden integralen Mem-
branproteinen SecE und SecY gebildet (Nishiyama et al., 1992). Die Interaktion zwischen
dem Préprotein und dem Translokator wird durch SecA vermittelt (Oliver, 1993). Die Energie
fur den Translokationsprozel3 liefern das Membranpotential und eine ATP-Hydrolyse (Jacq
und Holland, 1993) (Jacobs et al., 1993). SecG beschleunigt die Proteintransliokeiticm
(Nishiyama et al., 1993); fur die Translokatiorvivoist das Protein jedoch nur bei niedrigen
Temperaturen essentiell und erleichtert hier moglicherweise die Membraninsertion von SecA
(Kontinen und Tokuda, 1995). Die Proteine SecD und SecF sind wahrscheinlich nur an spaten
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Prozessen der Translokation beteiligt, wie dem Loslésen des translozierten Proteins vom
Translokationsapparat (Matsuyama et al., 1993).

Ein Hauptunterschied zwischen Proteinen, die im Cytoplasma verbleiben, und solchen, die
exportiert werden, scheint die Geschwindigkeit der Faltung zu sein: die cytoplasmatischen
Proteine falten schnell, die periplasmatischen hingegen langsam, wodurch eine Translokati-
onskompetenz aufrechterhalten wird. Eine Freisetzung des translozierten Proteins vom
Translokator erfolgt erst, wenn das Protein in einer korrekt gefalteten Konformation vorliegt
(Ito und Beckwith, 1981) (Fitts et al., 1987) (Kamitani et al., 1992). Bei der Faltung vermit-
teln die Faltungskatalysatoren und Chaperone.

2.3.2 Faltungskatalysatoren im Periplasma

Die Faltungskatalysatoren im Periplasma sind, im Vergleich zu den Chaperonen in diesem
Kompartiment, wesentlich besser charakterisiert. Es sind zwei Klassen von Faltungskataly-
satoren bekannt:

Peptidyl-Prolyleis-transisomerasen:
Im Periplasma voik. coli sind bislang funf Proteine identifiziert worden, denen man PPlase-
Aktivitat zuschreibt: RotA (Clubb et al., 1994), SurA (Tormo et al., 1990), PPiD, FkpA und
Skp (Missiakas und Raina, 1997a). Sie sollen ebenso wie ihre cytoplasmatischen Vertreter die
Isomerisierung von Peptidbindungen in Proteinen (Kapitel 2.2.1) katalysieren.

Disulfidbriickenoxidasen/-reduktasen:

Im Gegensatz zum Cytoplasma ist das Periplasma kein reduzierendes Milieu, d. h. hier kén-
nen sich Disulfidbricken in Proteinen ausbilden. Die spontane Ausbildung von Disulfidbrik-
ken wirde Stunden oder sogar Tage dauern (Gilbert, 1993). Dies ist natlrlich zu langsam fur
eine wachsende Zelle. Deshalb sind an der Ausbildung von Disulfidbrirck@ro Hilfspro-

teine beteiligt, wodurch sich die Faltung auf Sekunden reduziert. An der Ausbildung korrekter
Disulfidbriicken ist ein Netzwerk aus Disulfidbricken-Oxidasen, -Reduktasen und
-Isomerasen beteiligt (Abbildung 2-2).

Der Hauptkatalysator bei der Disulfidbrickenbildung ist die Disulfidbriicken-
Oxidoreduktase DsbA (Bardwell et al., 1993). Die Ausbildung von Disulfidbriicken ist ein
zweistufiger Prozel3, bei dem sich zunéchst ein gemischtes Disulfid zwischen DsbA und ei-
nem Thiol des Zielproteins ausbildet (Wunderlich et al., 1995) (Wunderlich und Glockshuber,
1993). Im nachsten Schritt reagiert ein zweites Thiol mit dem gemischten Disulfid, und es
kommt zur Ausbildung einer Disulfidbriicke im Zielprotein. Die Reoxidation des DsbA ge-
schieht durch das Membranprotein DsbB, das zur Regeneration Ubiquinone und Menaquino-
ne als Elektronenakzeptoren nutzt (Bader et al., 1999). Da in der Sequenz vieler Proteine
mehr als zwei Cysteine enthalten sind, kann es hierbei auch zu einer inkorrekten Wahl der
Cysteine fur eine Disulfidbriicke kommen. Die Disulfidbriicken-Isomerase DsbC |ost dieses
Problem und arrangiert die falsch ausgebildeten Disulfide neu (Missiakas et al., 1994) (Zapun
et al., 1995). Die Regeneration von DsbC erfolgt durch das Membranprotein DsbD (Missiakas
et al., 1995). Die Funktion von DsbE ist nicht genau bekannt, es konnte bei der Faltung spezi-
fischer Proteine beteiligt sein (Missiakas und Raina, 1997a).
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Isomerisierung Bildung
falsch gebildeter Disulfidbriicken von Disulfidbriicken

DsbA
Faltung DsbC OX. DsbA
spez. Proteine | red. DshC red.
A~ OX.
CP— S
D~ < —
Periplasma

DsbD DsbD DsbB

Cytoplasma

Ubiquinone /DsbhB

I

Menaquinone

TrxA TrxA
red. OX.

Abb. 2-2. Ausbildung von Disulfidbricken in periplasmatischen Proteinen (veréandertes Modell nach
Missiakas und Raina (Missiakas und Raina, 1997a)).

2.3.3 Chaperone im Periplasma

Im Periplasma ist noch kein allgemeines Chaperon bekannt. Aufgrund des Fehlens von
ATP in diesem Kompartiment muf} ein periplasmatisches Chaperon sich von den cytoplasma-
tischen ATP-abhéngigen Chaperonen unterscheiden. Auch das ATP-unabhangige SecB stellt
kein geeignetes Modell dar, da dieses eine ungefaltete Konformation im Zielprotein aufrecht-
erhélt und nicht eine Faltung vermittelt (Diamond et al., 1995) (Randall und Hardy, 1995).
Viele Moglichkeiten werden diskutiert: die Faltung im Periplasma kdnnte durch die Substrat-
bindeproteine (Richarme und Caldas, 1997) oder DsbA und die PPlasen (Wang und Tsou,
1998) unterstiutzt werden. Weitere potentielle Kandidaten fur allgemeine periplasmatische
Chaperone sind ClpB (Squires et al., 1991), Skp und DegP.

Von Skp ist bekannt, dal3 es mit den Aul3ienmembranproteinen spezifisch interagiert (Chen
und Henning, 1996) (de Cock et al., 1999). Es ist fur die friihen Faltungsschritte der Aul3en-
membranproteine notwendig und hilft die periplasmatischen Intermediate I6slich zu halten
(Schéafer et al., 1999). Skp unterstutzt auch die Faltung von rekombinanten Proteinen
(Bothmann und Pluckthun, 1998) (Hayhurst und Harris, 1999).

Bass et al. (Bass et al., 1996) postulieren eine Beteiligung der periplasmatischen Protease
DegP an der Faltung von neu translozierten oder denaturierten Proteinen. Gestiitzt wird diese
Hypothese auf das Vorkommen eines DegP-HomologRakettsiatsutsugamushbei dem
alle drei proteolytisch wichtigen Reste des aktiven Zentrums nicht konserviert sind. Experi-
mentelle Daten, die eine Chaperonaktivitat belegen, fehlten bislang. In der vorgelegten Arbeit
werden erstmals solche Daten vorgestellt.
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Spezifsche periplasmatische Chaperone existieren fiir einige Multiproteinkomplexe, Pilis
oder Fimbrien (Hultgren et al., 1993). Am besten charakterisiert ist bislang das PapD-Protein,
das fur den Zusammenbau des P-Pilus verantwortlich ist (Holmgren und Branden, 1989)
(Kuehn et al., 1993). Eine Verwandtschaft von PapD mit den kleinen Hitzeschockproteinen
wird aufgrund homologer Doméanen diskutiert (Zav'yalov et al., 1995).

2.4 Das Schicksal falsch gefalteter Proteine

Falsch gefaltete Proteine treten entweder bei fehlgelaufener Proteinfaltung oder durch De-
naturierung nativer Proteine bei Strel3 auf. Bei der Entfaltung von Proteinen werden die hy-
drophoben Elemente exponiert; dies fuhrt zur Aggregation der Proteine. Solche Aggregate
sind lebensbedrohlich fur die Zelle. Um auf diese Situation zu reagieren, hat die Zelle zwei
Mdglichkeiten: i) die Verhinderung der Aggregation und das Auflésen bestehender Aggregate
durch Chaperone und ii) die Beseitigung der Aggregate durch Proteasen. Diese beiden Wege
sind sicherlich miteinander verbunden, so dal3 Proteine, die von den Chaperonen nicht mehr
.gerettet* werden kénnen, an Proteasen zum Abbau tUbergeben werden (Wang und Tsou,
1998). Eine zentrale Rolle im Abbau von falsch gefalteten Proteinen im Periplasma wird der
Protease DegP zugeschrieben.

2.5 Die periplasmatische Protease DegP

DegP ist eine Protease im Periplasma Eoooli; Synonyme fur DegP sind HtrA (Lipinska
et al., 1988) und Do (Seol et al., 1991). RizsgPGen kodiert fur ein Vorlauferprotein mit
474 Aminosauren. Nach der Translokation in das Periplasma und der Abspaltung der Signal-
sequenz (Lipinska et al., 1988), umfal3t das reife Protein 448 Aminosauren (46 829 Da).

Die proteolytische Spaltung der Substrate erfolgt ATP-unabhangig (Laskowska et al.,
1996). Dies ist auch notwendig, da im Periplasma Phosphatasen und Nukleasen das Vor-
kommen von ATP ausschliel3en (Rosen, 1987). DegP ist eine Serinprotease (Skorko-Glonek
et al., 1995b) und gehort zur Peptidasen-Familie S1C des Clans PA (Rawlings und Barrett,
1999). Die Proteasen dieses Clans haben im aktiven Zentrum eine katalytische Triade aus den
raumlich benachbarten Aminosauren Serin/Cystein (Nukleophil), Aspartat (Elektrophil) und
Histidin (Base) (Rawlings und Barret, 1994). Die geometrische Orientierung der Triade ist,
anhand der bislang vorliegenden Strukturen zu schliel3en, zwischen den Familien sehr ahn-
lich, obwohl die Proteine der einzelnen Familien z. T. eine sehr unterschiedliche Struktur
aufweisen. In der Abbildung 2-3 ist, zur Veranschaulichung der Organisation des aktiven
Zentrums, die Struktur der-lytischen Endopeptidase aBsacillus subtilisdargestellt. Diese
gehort zur selben Familie wie DegP.
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Abb. 2-3. Proteinstruktur der  o-lytischen Endopeptidase aus  Bacillus subtilis (Quelle: MEROPS-the Pepti-
dase Database Y).
Die Reste der katalytischen Triade sind in Violett (Histidin), Rosa (Aspartat) und Orange (Serin) abgebildet.

DegP wurde irkE. coliaufgrund zweier Phanotypen identifiziert: i) eine Thermosensitivitat
(Lipinska et al., 1988) und ii) einem verminderten Abbau von abnormalen periplasmatischen
Proteinen (Strauch und Beckwith, 1988) (Strauch et al., 1989). Dies deutet darauf hin, dal3
eine Hauptfunktion von DegP im Abbau falsch gefalteter Proteine im Periplasma liegt. Die
Substratspezifitat ist dabei gering, da durch DegP eine Vielzahl von Hybridproteinen (Strauch
und Beckwith, 1988) (Guigueno et al., 1997), rekombinanten Proteinen (Banexy und Geor-
giou, 1991) (Arslan et al., 1998) und falsch gefalteten periplasmatischen Proteinen (Betton et
al., 1998) (Sone et al., 1997) und das ColicinA (Cavard, 1995) abgebaut werden.

Neben der proteolytischen Aktivitat von DegP wird auch eine Chaperonaktivitat diskutiert
(Bass et al., 1996) (Pallen und Wren, 1997).

2.5.1 Die Struktur von DegP

Die Monomere von DegP sind zu oligomeren Komplexen organisiert. Dabei stellen die
grol3ten Komplexe Dodecamere dar, die vermutlich durch eine Dimerisierung von Hexameren
oder einer Tetramerisierung von Trimeren gebildet werden (Kolmar et al., 1996).

! http://www.bi.bbsrc.ac.uk/Merops/Merops.htm
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DegP kann in mehrere Domanen unterteilt werden (Abbildung 2-4). Am N-Terminus be-
findet sich eine Doméne aus 49 Aminosauren mit unbekannter Funktion. Auf diese folgt,
durch einen Q-Linker getrennt, die katalytische Doméane. Ein Q-Linker ist ein flexibles Seg-
ment, das zwei Domanen miteinander verbindet (Wootton und Drummond, 1989). Es ist eine
glutamin-, prolin- und serinreiche Region. Die katalytische Domane enthélt das aktive Zen-
trum (Lipinska et al., 1990), in der sich die katalytische Triade befindet. Zu dieser gehdren
das Histidin-105, Aspartat-135 und Serin-210 (Rawlings und Barret, 1994). Am C-Terminus
von DegP sind zwei PDZ-Domanen lokalisiert (Fanning und Anderson, 1996) (Ponting, 1997)
(Songyang et al., 1997). Diese Doméanen sind 80 bis 100 Aminoséauren lang und wurden ur-
sprunglich nach drei eukaryotischen Proteinen (,post-synaptic density protein®, ,disc large“
und ,zo-1-Protein®), in denen sie zunachst gefunden wurden, benannt. Die PDZ-Doméanen
vermitteln eine Protein-Protein-Interaktion (Saras und Heldin, 1996).

? Q-Linker Katalytische Doméane PDZ1 PDZ2

100 AS
Abb. 2-4. Domé&nenstruktur von DegP.

Die Sekundarstruktur von DegP besteht hauptséachlicteitsingen (Skorko-Glonek et
al., 1995a). Als dreidimensionale Struktur ist deshalb fir die Proteasedoméne ein doppeltes,
antiparallelesp-Fafl und fur die PDZDoménen efiSandwich vorgeschlagen worden
(Skorko-Glonek et al., 1995a) (Fanning und Anderson, 1996).

2.5.2 Die Regulation dedegRExpression in der Zelle

Die Expression vornlegPwird durch ein komplexes System reguliert, bei dem zwei Sig-
naltransduktionswege miteinander verzahnt sind. Eine wichtige Aufgabe bei der Regulation
haben dabei i) der Antisigmafaktor RseA und der alternative Sigmafaktor RpoE, ii) das Zwei-
komponentensystem CpxA/CpxR und iii) die zwei Phosphoproteinphosphatasen PrpA und
PrpB. Ein Modell der Signaltransduktionswege ist in der Abbildung 2-5 dargestellt.

Das RpoERequlon:

Die Transkription deslegRGens ist von dem alternativen Sigmafaktor RpoE abhangig
(Lipinska et al., 1988). Die Aktivitat von RpoE wird als Antwort auf falsch gefaltete Proteine
im Periplasma und Hitzestrel3 stimuliert (Missiakas und Raina, 1998). Eine Modulation der
Aktivitdt von RpoE vermitteln die Proteine RseA, RseB und RseC. RseA ist ein integrales
Membranprotein der Cytoplasmamembran. RseB ist ein periplasmatisches Protein und hat
eine RseA-Bindestelle. Es reguliert die Interaktion zwischen RseA und RpoE und kann so zur
Freisetzung von an RseA gebundenes RpoE fihren (Schurr et al., 1996) (Xie et al., 1996). Als
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Signal fur RseA und RseB dient vermutlich an eine ,Receiver Doméane* gebundenes falsch
gefaltetes Protein (Missiakas und Raina, 1997b). Im Gegensatz zu RseA und RseB, die beide
die RpoE-Aktivitat negativ regulieren, ist RseC ein positiver Regulator (Missiakas und Raina,
1997b). Der Mechanismus der Modulation durch RseC ist noch unbekannt.

A

AM

Periplasma

IM RseA|

Cytoplasma

B

AM

Periplasma
IM @@ RseA @

CpxR CpxR ' R
RNA-
Polymerase degP-Transkri gtio&
PrpA/PrpB

Abb. 2-5. Regulation der degP-Expression (verandertes Modell nach Missiakas und Raina (Missiakas und
Raina, 1997h)).

Die Abbildung zeigt in (A) den Zustand der Regulationskaskade bei dem Vorliegen von korrekt gefaltetem Protein
im Periplasma und in (B) die Aktivierung der degP-Transkription durch ungefaltete Proteine.

Abkilrzungen: AM AufRenmembran; IM Innenmembran; P Phosphat.

Das Zweikomponentensystem CpxA/CpxR:
Zusatzlich zu RpoE wird didegRTranskription noch tber einen zweiten Signaltransdukti-
onsweg reguliert. Dieser wird durch das CpxA- und CpxR-Zweikomponentensystem vermit-
telt (Danese et al., 1995) (Danese und Silhavy, 1997). CpxA fungiert hierbei als Sensorkinase
und CpxR als Responseregulator. Das System reguliededi® Transkription positiv. CpxA
ist ein Membranprotein und kdénnte Uber seine periplasmatische Doméne das Auftreten falsch
gefalteter Proteine durch ihre Bindung erkennen. Dies fuhrt zu einer Aktivierung von CpxR
durch eine Phosphorylierung (Dong et al., 1993) (Pogliano et al., 1997). Bei der Erkennung
von falsch gefalteten Proteinen im Periplasma kdnnte auch das Lipoprotein NIpE vermitteln
(Snyder et al., 1995).
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Die Phosphoproteinphosphatasen PrpA und PrpB:
PrpA ermdéglicht eine Feinregulation der Aktivitat der @ppoteine. Phospho-CpxR
(P-CpxR) wird durch PrpA dephosphoryliert und damit inaktiviert. Eine Uberexpression von
PrpA hat zudem einen positiven Effekt auf degRTranskription. Hieraus lassen sich zwei
maogliche Modelle ableiten: Dephosphorylierung von P-CpxR erhdht den Turnover der Bin-
dung an demlegRPromotor oder vermindert die Bindung von mehreren P-CpxR Proteinen an
niederaffinen Bindestellen, wodurch die Transkription unterbrochen wird (Missiakas und
Raina, 1997b) (Missiakas und Raina, 1997c).

PrpB ist eine zu PrpA homologe Phosphatase, die vermutlich auch an der Feinregulation
des Cpx-abhangigen Signaltransduktionsweges beteiligt ist.

2.5.3 DegP Homologe

In E. coliexistieren noch zwei zu DegP homologe Proteine: DegQ und DegS (auch als
HhoA und HhoB bezeichnet) (Bass et al., 1996) (Waller und Sauer, 1996). Die Regulation
erfolgt durch unterschiedliche RpoE-unabhéangige Promotoren. Die Homologie beschrankt
sich nicht nur auf die Aminosauresequenz, sondern — zumindest bei DegQ — auch auf die
Funktion (Kolmar et al., 1996): i) eine Uberexpression von DegQ kann die Thermosensitivitat
von degRMutanten komplementieren, ii) eine Serinproteaseaktivitat von Deg@waro
nachweisbar und iii) das Protein bildet ebenso wie DegP oligomere Komplexe aus. Die Funk-
tionen von DegP und DegQ scheinen miteinander zu Uberlappen, die von DegS weicht jedoch
deutlich von diesen ab (Waller und Sauer, 1996).

DegP-Homologe wurden in zahlreichen Prokaryoten und Eukaryoten beschrieben. Auch in
vielen hoheren Organismer@mo sapiengingeschlossen) finden sich homologe Proteine.
Die Homologie beschrankt sich dabei nicht nur auf die Proteasedomane, sondern z. T. auch
auf eine oder beide PDZ-Domanen. Bakterien mit Nullmutationen in solchen Homologen
weisen viele Uberlappende Phanotypen auf wie Thermosensitivitat, verringerte pH-Toleranz,
erhohte Sensitivitat auf oxidativen und osmotischen Stre und Unterschiede im Uberleben in
Makrophagen oder Labortieren (Baumler et al., 1994) (Johnson et al., 1991).

2.5.4 DegP als Werkzeug in der Biotechnologie und Pharmazie

Aufgrund der zentralen Rolle von DegP in der Kontrolle der Proteinstabilitat, bei vielen
bakteriellen Infektionen und dem ubiquitdren Vorkommen von DegP, hat das Protein in den
letzten Jahren eine starke Bedeutung bei den verschiedensten medizinischen und industriellen
Problemstellungen erhalten.

Klonierungswirte:
Nachdem DegP fur den Abbau von Hybridproteinen und falsch gefalteten Proteinen verant-
wortlich ist, war es naheliegendegP-Stamme als Wirte fur die Expression instabiler Protei-
ne zu verwenden. Erfolgreiche Beispiele hierflr sind bei Derivaten des Diphtherietoxins
(Zdanovsky et al., 1992), mehreren Enterotoxinmutanten (Wulfing und Rappuoli, 1997) und
der S1-Untereinheit des Pertussistoxins (Barbieri et al., 1990) beschrieben worden.
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Vakzine:

Fur die Virulenz vieler pathogener Bakterien ist ein funktioneigg\-Gen unerlafilich
(Chatfield et al., 1992) (Baumler et al., 1994) (Johnson et al., 1991). Noch nicht geklart ist die
Bedeutung von HtrA fur die Virulenz vieler Organismen. Die Ausschittung von antimikro-
biellen Substanzen des Wirts fuhrt zu einer Akkumulation von denaturierten Proteinen im
Periplasma des Bakteriums (Danese et al., 1998), die durch HtrA eliminiert werden kénnten.
Aber auch die mogliche Chaperonaktivitat oder eine proteinprozessierende Funktion von
HtrA konnten fur die Faltung und den Export der Virulenzfaktoren notwendig sein.

HtrA und sein regulierendes Signaltransduktionssystem stellen deshalb einen vielverspre-
chenden Angriffspunkt fir die Bekampfung vieler pathogener Mikroorganismen dar (Fabret
und Hoch, 1998). Hierflr ist insbesondere der Einsatzhwax-Stammen als Vakzine gegen
z. B. Tetanus (Roberts et al., 1998), Typhus (Levine et al., 1996) (Tacket et al., 1997), Herpes
simplex (Chabalgoity et al., 1996) und Krankheiten (Loosmore et al., 1998), dieHiaeech
mophilisinfluenzaeausgelosten werden, interessant.

Diagnose:
Die htrA-Gene vorBrucella spp.Bartonella henselaend Helicobacter pyloriisind bereits

erfolgreich fur diverse Diagnosetests mittels Polymerase-Kettenreaktion verwendet worden
(Da Costa et al., 1996) (Sander et al., 1999) (Clayton et al., 1993). Die Stamkhepydorii
konnten aufgrund ihres Restriktionslangen-Polymorphismus des amplifizietr&iGens
differenziert werden.

Da nach einer Infektion das bakterielle HtrA im Serum von Menschen und Tieren nachge-
wiesen werden kann, ist es ein guter Kandidat fur ein serodiagnostisches Zielprotein (Pallen
und Wren, 1997).

2.6 Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Faltung eines Haushaltsenmywngo undin vitro zu
charakterisieren und die Unterschiede und Gemeinsamkeiten herauszuarbeiten.

Hierfir wurde die periplasmatisclee-Amylase MalS aug. coli ausgewdahlt. Nach der
Reinigung von MalS sollten, fiir ein besseres Verstandnis des Faltungsablaufs, zunachst die
biochemischen Eigenschaften des Enzyms charakterisiert und eine Information Uber die
Struktur und Organisation des Molekils ermittelt werden. Ein zentraler Punkt war hierbei, die
Bedeutung der Disulfidbrticken in MalS fir die Faltung und Stabilitdt des nativen Proteins
aufzuklaren.

Durch die Konstruktion geeigneter Stamme sollte anschlieRend die Faltung vomnMalS
vivo studiert werden. Damit verbunden war die Identifizierung von Proteinen, die flr eine
Faltung der Amylase notwendig sind und auch der Protease, die fir den Abbau von falsch
gefaltetem MalS verantwortlich ist.

Die Konstruktion und Reinigung eines signalsequenzlosen MalS-Derivats sollte der Kla-
rung von drei Fragen dienen: i) ist eine Faltung von MalS augliro moglich, ii) von wel-
chen Parametern hangt die Faltumgitro ab und iii) welche Unterschiede und Gemeinsam-
keiten bestehen bei der Proteinfaltung von Mal@vo undin vitro?
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Obwohl die Faltung von Proteinen und der Abbau von falsch gefalteten Pratewiga
kontrare Ablaufe sind, wurde fur diese Prozesse fir MalS nur ein Protein, die Protease DegP,
identifiziert. Aufgrund dieses erstaunlichen Ergebnisses ist die Aufgabenstellung auf DegP
erweitert worden, um zu verstehen, welche Mechanismen DegP ein bifunktionelles Handeln
ermdoglichen. Eine Struktur- und Funktionsanalyse von DegP sollte einer Charakterisierung
der Doméanen von DegP dienen und so ihren Beitrag fir die einzelnen Aufgaben aufdecken.
Durch eine Suche nach weiteren Substraten neben MalS sollte geklart werden, ob DegP nur
ein spezifisches Chaperon fir MalS ist oder ob es sich um ein allgemeines periplasmatisches

Chaperon handelt.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Abkirzungen

Neben den allgemeingebrauchlichen Abkirzungen, die den Empfehlungen der Nomenkla-
turkommitees bzw. denen der Herausgeber der Biochemischen Zeitschriften entsprechen, sind
folgende Abklrzungen verwendet worden:

amp Ampicillin
ara Arabinose
AP alkalische Phosphatase

BCIP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
BSA Rinderserumalbumin

CA Casaminoséauren

cam Chloramphenicol

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DTNB Dithio-1,4-Nitrobenzoesaure (Ellmans Reagenz)
DTT Dithiothreitol

DTE Dithioerythritol

oP Promotorfusion

FPLC  fast protein liquid chromatography
HPLC  high performance liquid chromatography

IA lodacetamid

IPTG IsopropylB-D-Thiogalaktopyranosid
kan Kanamycin

LB Luria broth

M9 Minimalmedium 9

NBT 4-Nitro-BlauTetrazolium-Chlorid
ONPG  2-NitrophenylR3-D-Galactopyranosid
PBS Phosphat gepufferte Salzlésung
PEG Polyethylenglycol

PG-6 p-Nitrophenyl-D-Maltohexosid

pNA p-Nitroanilin

pNPP p-Nitrophenyl-Phosphat

RT Raumtemperatur

SS Signalsequenz

Ass deletierte Signalsequenz

TCA Trichloressigsaure

tet Tetracyclin

XG Bromo-4-Chloro-3-Indohf3-D-Galactopyranosid
XP 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat

wt Wildtyp
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3.2 Bezugsquellen der Chemikalien und Dienstleistungen

Enzyme:
Die Restriktionsenzyme wurden von den Firmen New England Biolabs (Schwalbach),

MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und AGS (Heidelberg) bezogen.

Die B-Galaktosidase, das DsbA, die alkalische Phosphatase aus Kélberdarm und die Citrat
Synthase wurden bei Roche Molecular Biochemicals (Mannheim), Lysozym bei Sigma
(Deisenhofen) gekauft.

Die Tag-Polymerase und die Ligase wurden von Promega (Mannheim), die PfuTurbo-
Polymerase von Stratagene (Amsterdam, Niederlande), die Vent-Polymerase von New Eng-
land Biolabs erworben.

Enzymsubstrate und Inhibitoren:

Das MalS-Substrat PG-6 wurde von der Firma Fluka (Deisenhofen)Ressru-
fin-markierte Casein von Roche Molecular Biochemicals bezogen.

Die Peptidsubstrate stammen von Bachem (Heidelberg).

Der Inhibitor Acarbose wurde von Dr. E. Schneider, Institut flr Biologie/Bakterien-
physiologie der Humbolt-Universitat zu Berlin, Berlin zur Verfugung gestellt.

Oligonukleotide:

Die Synthese der Oligonukleotide fir PCR-Reaktionen wurde von der Firma MWG
(Ebersberg) durchgefihrt.

Chemikalien:

Die fur Puffer und Lésungen verwendeten Chemikalien, die nicht gesondert aufgefihrt
sind, stammen von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und
Sigma. Die organischen Zuséatze der Nahrmedien sind von Difco (Heidelberg) bezogen wor-
den.

Eichstandards:

Die Eichproteine flr die Saulenchromatographie und die SDS-Gelelektrophorese stammen
von Pharmacia (Freiburg), die Standards fiir DNA-Gele von New England Biolabs und MBI
Fermentas.

Saulenmaterial:

Das Ni-NTA Superflow ist von der Firma Qiagen (Hilden), alle anderen Trennmatrizen
sind von Pharmacia bezogen worden.

Der Mischbettionenaustauscher Serdglg stammt von Serva.

DNA-Sequenzierung:
Die DNA-Sequenzierungen sind durch die Firma GATC (Konstanz) ausgefiihrt worden.
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3.3 Bakterienstamme und Plasmide

Die Charakteristika der verwendeten Bakterienstamme sind in der Tabelle 3-1 zusammen-

gestellt.

Tab. 3-1. Verwendete Bakterienstamme.

Stamm relevanter Genotyp Quelle
BB475 araD139 floB5301 g[(malP,Q-lacZ)Mudl1(Ap,lac)] ptsF25 rbsR 1
relAl rpsL150 zja-742Tnl0 A(argF-lac)U169 A(lac-argF)
AmalE444
BRE1162 MC410GzP[malK-lacZ] 1
BRE2000 MC410Qsx::Tn10 1
CLC198 MC4100degP:Tn10 2
CS6 CS1asbA::kan 3
CS10 araD139flbB5301 malQ malS gP[malP-lacZ] ptss rbsR re- 4
AL rpsL150A(argF-lac)U169malTc dex7
CS28 CS1@legP::kan 3
CS37 KS272malT::Tnl0gebochnerfara714 leu:Tnl10 gebochnert 1
lamB unabhangig
CS46 CS1xprA3::miniTnl0kan 3
CS49 CSalegP:Tnl0 3
CS50 PND200@sbA::kan 3
CS66 CS10nalE::Tn10 3
CS77 PND200@egP:Tn10 3
CS78 CS5@legP:Tn10 3
CS79 PND200@ii:: Tn10 cpxA9 3
DHB4 F'lacld pro A(ara-leu)7697araD13%AlacX74 galE galK rpsL 5
phoRAphoA(Pvull) AmalF3 thi
FA112 WP597gshA::kan 17
FA113 WP597g0or522...Tn10 17
GDR1 his lacl::Tnl10 6
JCB572 JCB502IsbA::kan 7
JP408 araD139 deoC1 flbB5301 ptsF25 rbsR relAl rpsLYgargF- 16
lac)U169 F'pOXgen ziiTnl0 cpxA9
KS272 MC410QA(ara-leu)7697AlacYZI74 galE galK rpsL 8
LMG190 MC4100Aara714leu::Tnl10 9
MC4100 F araD139 A(araF-leyuU169 rpsL150 deoC1 relAl ptsF25 10

floB5301 rbsR
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Tab. 3-1 (Fortsetzung). Verwendete Bakterienstamme.

Stamm relevanter Genotyp Quelle

SF120 AlacX74 AphoA (Pvull) galE kalK thi rpsL degBPstl-KanR) 11
ptr-32::camRAompT

SB600 WG1AfhuA AhhoABAtrA 15

STL117 XprA3::miniTnl0kan hisG4 argE3 leuBA(gpt-proA)62 thr-1 12
thi-1 rpsL galK2 lacY 4xyl-5 mtl-1 kdgK51 supE44 tsx-33

PND2000 MC4100ARS88[degP-lacZ] 13
WG1 Wildtyp 14
WP597 DHBA4trxB::kan...Tn10 17

1: Laborsammlung Lehrstuhl fiir Mikrobiologie, Universitat Konstanz; 2: Laborsammlung Department of Mo-
lecular Biology, Princeton University, New Jersey, USA; 3: diese Arbeit; 4: (Spiess et al., 1997); 5: (Boyd et al.,
1987); 6: (Gottermann, 1997); 7: (Bardwell et al., 1991); 8: (Strauch und Beckwith, 1988); 9: (Wilcox et al.,
1974); 10: (Casadaban, 1976); 11: (Banexy und Georgiou, 1991); 12: (Lovett und Kolodner, 1991); 13: (Danese
et al., 1995); 14: Lederbergsammlung, CGSC #5073; 15: (Bass et al., 1996); 16: (Pogliano et al., 1997); 17:
Fredrik Aslund, Department of Microbiology and Molecular Genetics, Harvard Medical School, Boston, Mas-
sachusetts, USA.

Die in dieser Arbeit konstruierten und weitere eingesetzte Plasmide mit ihren Charakteri-
stika sind in alphabetischer Reihenfolge in der Tabelle 3-2 zusammengefalit.

Tab. 3-2. Verwendete Plasmide.

Plasmid Beschreibung/Genotyp Resistenz Quelle

pPACYC184 Klonierungsvektor cam, tet 1
mit p15A Replikationsursprung

pAB6 pACYC184 mitAssdegR,10a cam 2
unter Kontrolle von B¢

pBAD18S Expressionsvektor amp 3
mit Promotor des Arabinoseoperons

pBR322 Klonierungsvektor amp 4
mit ColE1l Replikationsursprung

pCS1 pBAD18S miAssmalS amp 5

pCS7 pCS1 amp 5
nach Deletion einepn I-EcoR I-Fragments

pCS10 pPACYC184 mitlegR5210a cam 6
unter Kontrolle von B,

pCS13 pPQE32 miflssmalS amp 6

pCS19 Expressionsvektor amp 6

mit C-terminalem His-Tag undcl9-Gen
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Tab. 3-2 (Fortsetzung). Verwendete Plasmide.

Plasmid Beschreibung/Genotyp Resistenz Quelle
pCS20 pCS19 midegP amp 6
pCS21 pCS19 midegRs210a amp 6
pCS24 pCS19 midegR:196k amp 6
pCS26 pCS19 midegR /38 amp 6
pIC1 pCS19 mipdz 4o amp 6
plw4 pCS19 midegP\ppz1 2 amp 6
pIW5 pCS19 midegP\ppz2 amp 6
plW6 pCS19 midegP\ppz2 amp 6
pIW7 pCS19 midegP\ppz1 amp 6
pIW9 pPCS19 midegRs210mpDz1,2 amp 6
pIW10 pCS19 midegPSZlopApDzz amp 6
pIW11 pCS19 midegPSzmMpDzz amp 6
pIW12 pCS19 midegPSzmmpDZl amp 6
pMAL-p2 Proteinfusionsvektor mlacl9-Gen amp 7
pPW105 degPunter Kontrolle von B, amp 8
pQE32 Expressionsvektor mit N-terminalem His-Tag amp 9
pQEG6O Expressionsvektor mit C-terminalem His-Tag amp 9
pUMal103 malSunter Kontrolle seines eigenen Promotors amp 10

1: (Chang und Cohen, 1978); 2: (Beil, 1999); 3: (Guzman et al., 1995); 4: (Bolivar et al., 1977); 5: (Prinz et al.,
1996); 6: diese Arbeit; 7: New England Biolabs; 8: (Waller und Sauer, 1996); 9: Qiagen; 10: (Schneider et al.,
1992).

3.4 Antiseren und Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antiseren und Antikérper sind in der Tabelle 3-3 zu-
sammengefaldt. Bei allen Antiseren handelt es sich um Kaninchenseren.

Tab. 3-3. Verwendete Antikérper/Antiseren.

Antikorper/Antiserum Spezifitat Referenz
a-DegP-MBP Antiserum MBP, DegP, DegP-Derivate aul3erRpZ 1
a-MalS-Antiserum MalS 2
o-MBP-Antiserum MBP, MalS 2
Ziegea-Kaninchen 1gG sekundéarer Antikorper bei Western-Transfers 3
gekoppelt mit AP

1: Laborsammlung Department of Microbiology and Molecular Genetics, Harvard Medical School, Boston,
Massachusetts, USA; 2: Laborsammlung Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Universitat Konstanz; 3: Sigma.
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3.5 Medien

Die Medien wurden nach Miller (Miller, 1972) hergestellt.

3.5.1 Flussigmedien und Nahrbdden

Fur die Herstellung der verschiedenen Flussigmedien wurden die Substanzen eingewogen,
mit vollentsalztem Wasser auf einen Liter aufgefullt und autoklaviert. Fir Agarplatten wurde
dem entsprechenden Medium vor dem Autoklavieren 18 g Agar zugegeben.

LB-Medium:
Bacto Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 5049
NaCl 509
NZA-Medium:
NZ-Amine 10,09
Hefeextrakt 5009
NaCl 509
SORMedium:
Bacto Trypton 20,09
Hefeextrakt 10,09
NaCl 5009
KoHPOy 259
MgSQy x 7 H,O 109

Minimalmedium 9 (M9):10x Stammlésung

NapHP Oy x 2 H,0 76,09
KH,PO, 30,09
NacCl 5009
NH,4CI 10,0 g

Die 1x Losung des M9-Mediums ist folgendermalRen hergestellt worden: zu 900 ml auto-
klaviertem Wasser wurden in folgender Reihenfolge hinzugefigt: (1) 1 ml 1 M KgSO
(Endkonzentration 1 mM), (2) 10 1 M CaCl, (Endkonzentration 0,1 mM) als sterile L6-
sungen und (3) 100 ml der $®19-Stammldsung.
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3.5.2 Medienzusatze

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Medienzusétze in bidestilliertem Wasser gelost
und sterilisiert. Alle Zusatze sind als konzentrierte Stammldsungen angesetzt und erst nach
dem Autoklavieren und Abkihlen der Medien auf mindesterf€5dlesen zugefugt worden.

Tab. 3-4. Medienzusatze.

Substanz Stammkonzentration Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/ml 200ug/ml
Arabinose 1M 1 mM
Casaminoséauren 20 % (w/v) 0,2%
Chloramphenicdl 30 mg/ml 30ug/ml
Glycerin 80 % (v/v) 0,2 %
Kanamycin 100 mg/ml 10Qg/ml
Maltose 20 % (wiv) 0,4 %
Natriumcitrat 1M 20 mM
IPTG 1M 1uM - 1 mM
Tetracyclir? 5 mg/ml 5ug/ml
Thiamin 4 % (w/v) 0,01 %
XG* 40 mg/ml 40ug/ml

°: geldst in 70 % Ethanol
*. geldst in 100 % DMF

Die angegebenen Endkonzentrationen fur die Antibiotika beziehen sich auf die Vollmedia
LB und NZA. Bei M9-Medium wurden nur die halben Konzentrationen eingesetzt.

3.6 Mikrobiologische Methoden

3.6.1 Sterilisation

Die Medien und Lésungen wurden zur Sterilisation fir 20 Minuten bei einem Druck von
1 bar und einer Temperatur von 120D autoklaviert. Die Sterilisation von hitzelabilen Losun-
gen erfolgte durch eine Filtration (FP 030/3, iy2; Schleicher und Schull, Dassel). Glaswa-
ren wurden fur mindestens 8 Stunden bei AB@rocken sterilisiert.

3.6.2 Aufbewahrung von Stammen

Die Aufbewahrung der verwendeten Bakterienstdamme erfolgt als DMSO-Kultur bei
-70°C. Hierzu wurde einer LB-Ubernachtkultur das DMSO zu einer Endkonzentration von
7 % (v/v) hinzugemischt und die Suspension direkt eingefroren.
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3.6.3 Wachstumsbedingungen

Flassigkulturen wurden in Gefal3en, die eine gute Bellftung zulassen, auf Schitteltischen,
in Reagenzglasrollstandern oder in Schittelwasserbadern K& Bikubiert. PND2000
Stamme, deren weitere Konstrukte und Stamme mit Mutationen in Proteasen, wurden bei
einer Temperatur von Z& inkubiert.

3.6.4 Bestimmung der Zelldichte in Flissigkulturen

Die Zellzahl von Flussigkulturen ist durch Messen der optischen Dichte bei einer Wellen-
lange vonA =578 nm (OR;g im Eppendorf-Photometer bestimmt worden. Nach Miller
(Miller, 1972) entspricht eine GQf9gvon 1 etwa 107ug/ml Protein. Die Zellzahl dieser opti-
schen Dichte betragt ungefah®Iellen pro ml.

3.6.5 Arbeiten mit dem Bakteriophagen P1
3.6.5.1 Herstellung eines P1-Lysats

Eine Ubernachtkultur, des fiir die Herstellung eines Lysats ausgesuchten Stammes, wurde
1:100 in 5 ml LB-Medium verdinnt und bis zu einer £pvon 0,2 - 0,4 angezogen. Nach
dem Erreichen der gewinschten Zelldichte, wurde der Kultupl2@ M CaCl
(Endkonzentration 5 mM) und 10 eines P};-Lysats des Stammes MC4100 zugefugt, wei-
terhin bei der entsprechenden Temperatur inkubiert, bis die Lyse erfolgte. Dies ist am Aufkla-
ren der Zellsuspension zu erkennen. Nach dem Zumischen von einigen Tropfen Chloroform
wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert (5’, 4 000 x g, RT). Der gewonnene Uberstand wurde
in einem Glasgefal? mit Schraubverschlul3 H& 4ufbewahrt.

3.6.5.2 P1-Transduktion

Die P1-Transduktionen verlief nach der Beschreibung von Silhavy (Silhavy et al., 1984).
Die Kontrolle auf eine erfolgreiche Transduktion des gewiinschten Genabschnitts erfolgte
durch das Uberpriifen der damit verbundenen phanotypischen Eigenschaft.

3.6.6 Konstruktion von Bakterienstammen

Die in dieser Arbeit verwendetdn colirStamme sind in der Tabelle 3-1 aufgefiihrt. Neue
Stamme wurden durch eine P1-Transduktion wie folgt konstruiert:

CS6: Der Stamm entstand durch eine P1-Transduktion von CS10 mit einem P1-Lysat aus
JCB572 (IsbA::kan und anschlieBender Selektion auf die Kanamycin-Resistenz. Die Trans-
duktanten wurden auf einen Faltungsdefekt von der alkalischen Phosphatase getestet.

CS28 Zur Konstruktion wurde der Stamm CS10 mit einem P1-Lysat von SF120
(degP@Pstl-KanR transduziert. Die Selektion erfolgte durch die Kanamycin-Resistenz. Die
erhaltenen Transduktanten wurden auf ihre Hitzesensitivitat I5& g2testet.

CS46: Er wurde durch eine Transduktion eines P1l-Lysates von STL117
(xprA3::miniTn10kan in CS10 und eine anschlieBende Selektion auf die Kanamycin-
Resistenz erhalten.
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CS49:Durch die Transduktion eines P1-Lysates von CLCH@§P:Tn10) inden Stamm
CS6 @dsbA::kan und der Selektion auf die Tetracyclin-Resistenz wurde dieser Stamm erhal-
ten. Zur Uberpriifung des Phanotyps diente die Hitzesensitivitat 56142

CS50: Der Stamm entstand durch eine P1-Transduktion von PND2000 mit einem P1-Lysat
aus JCB572dsbA::kan und Selektion auf Kanamycin-Resistenz. Die erfolgreiche Trans-
duktion wurde durch eine erhdrdegP-lacZPromotoraktivitat tberpruift.

CS66: Zur Konstruktion wurde der Stamm CS10 mit einem Pl-Lysat aus BB475
(AmalE444 zja-742Tn10) transduziert. Die Transduktanten wurden auf die Tetracyclin-
Resistenz selektiert und durch einen Western-Transfem+&BP-Antiserum, das Ausschal-
ten degnalE-Gens nachgewiesen.

CS77 und CS78:Zur Konstruktion des Stammes CS77 bzw. CS78 wurde der Stamm
PND2000 bzw. CS50 mit einem P1-Lysat von CLC188gf:Tn10) transduziert. Nach der
Selektion auf die Tetracyclin-Resistenz fand die Uberprifung des Phanotyps durch die Hit-
zesensitivitat bei 42C statt.

CS79 Dieser Stamm entstand durch eine P1-Transduktion von PND2000 mit einem
P1-Lysat aus JP40&il(: Tnl0 cpxA9 und anschliellender Selektion auf die Tetracyclin-
Resistenz. Als Kontrolle fur die erfolgreiche Transduktion diente die erlf@alakto-
sidase-Aktivitat im Vergleich zum Ausgangsstamm PND2000.

3.7 Molekularbiologische Methoden

3.7.1 Praparation von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA fir die Restriktionsanalysen erfolgte durch den Qia-
prep-Extraktionskit (Qiagen). Fur die Klonierungen wurde die DNA Uber den Midi-
Extraktionskit (Qiagen) isoliert.

3.7.2 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Die Restriktionsverdaus wurden zur Uberprufung der genotypischen Korrektheit von
Plasmiden und zur DNA-Klonierung durchgefihrt.

Die eingesetzte DNA-Menge betrug bei einfachen Uberpriifungen Q§,-dei Klonie-
rung 4 - 5ug. Zum Verdau wurden 3 - 5 Units des RestriktionsenzymgugrbDNA einge-
setzt. Das Endvolumen betrug gofur einfache Uberpriifungen und 50 - G0bei Klonie-
rungen.

Die Wahl des Restriktionspuffers und der Inkubationstemperatur fir das verwendete En-
zym richtete sich nach den Herstellerangaben. Die Inkubationsdauer betrug bei einfachen
Uberpriufungen eine Stunde. Fur die Klonierungen erfolgte die Inkubation drei bis dreieinhalb
Stunden. Nach dem Restriktionsverdau wurden die hitzeinaktivierbaren Restriktionsenzyme
nach den Angaben des Herstellers inaktiviert.

Bei Klonierung eines Inserts in einen Vektor wurde, um eine Religation des Vektors aus-
zuschlieRen, der Vektor dephosphoryliert. Hierzu wurde nach dem Restriktionsverdau dem
Ansatz 4 Units alkalische Phosphatase aus Kalberdarm zugesetzt. Die Inkubation erfolgte flr
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30 Minuten bei 37C und bei glatten Enden zuséatzlich fur 30 Minuten beiGeDie Reak-
tion ist durch eine Zugabe von EDTA-NaH 8,0 zu einer Endkonzentration von 50 mM und
20minutiges Erhitzen auf 7€« gestoppt worden.

3.7.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde zur Amplifikation von DNA-Fragmenten fur einige
Klonierungen und zur genotypischen Uberpriifung von Konstrukten angewendet. Als Polyme-
rasen wurden die Tag-Polymerase, Vent-Polymerase und PfuTurbo-Polymerase eingesetzt.

Die Auswahl der Sequenz der bei der PCR verwendeten Oligonukleotide erfolgte mit der
Hilfe des Computerprogramms ‘Amplify v1.2’. Fir Klonierungen wurden ausschlieR3lich Oli-
gonukleotide verwendet, die nach der Synthese tber eine HPLC gereinigt waren.

Fur die Ermittlung der Schmelztemperatur bei degenerierten Oligonukleotiden wurden nur
die Basen bericksichtigt, die an die Matritzen-DNA anlagern. Die Berechnung der Schmelz-
temperatur () erfolgte tber die Formel (1):

Ty =69,3°C + 0,41x (GC-Gehalt in %) - 650 / Oligonukleotidlange (2)

Als Anlagerungstemperatur wurden von der niedrigeren Schmelztemperatur der beiden
Oligonukleotide zwei Grad Celsius abgezogen.

Die Elongationszeit der PCR-Produkte betrug fur jeweils 1 000 Basen eine Minute. Es
wurden immer 30 PCR-Zyklen durchgefuhrt.

Die PCR-Reaktionen fanden in 10BAnsatzen statt und wurde mit dem GeneAmp9600-
Gerat (Perkin Elmer, Uberlingen) durchgefiihrt. Sie setzten sich wie folgt zusammen:

pl
Matrizen DNA 1
(Plasmid*, chromosomale, Ganzzelfgn
Oligonukleotid 1 (100 pmal) 1
Oligonukleotid 2 (100 pmali) 1
Reaktionspuffet (10x) 10
DMSO" 10
MgCly* (25 mM) 10
H20pidest. ad 99
DNA-Polymerase 1

. Die Plasmid-DNA einer Mini- oder Midi-Praparation wurde 1:20 verdinnt.

o. Eine Einzelkolonie wurde von der Platte mit einer sterilen Pipettenspitze abgekratzt und in 2Qubis 100
bidestilliertem Wasser resuspendiert. Die PCR kann nur mit der Tag-Polymerase durchgefiihrt werden.

#:. Die Reaktionspuffer wurden von den Herstellern mitgeliefert.

*. Das DMSO wurde nur den Ansatzen mit chromosomaler DNA beigemischt.

+. Die Zugabe von MgGlzum Ansatz erfolgte nur bei dem Einsatz von der Vent-Polymerase.
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Wenn die amplifizierten DNA-Fragmente einer Klonierung dienten, wurde der Reak-
tionspuffer Uber den Qiaquick-PCR-Reinigungskit (Qiagen) entfernt und die DNA in den je-
weiligen Restriktionspuffer umgepuffert. Nach dem Restriktionsverdau wurde das
DNA-Fragment Uber eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und nach Kapitel 3.7.6 iso-
liert.

3.7.4 Ligierung von DNA-Fragmenten

Fir die Ligierungen von dem Vektor und dem einzuklonierenden DNA-Fragment (Insert)
sind zwei Methoden angewendet worden.

1. Ligierung von kompatiblen Enden bei Vektor und Insert:

Vektor bzw. Insert wurden nach der Elution aus einem Agarosegel in einem ungefahren
Mengenverhaltnis von 1:5 und 1:1 zu jeweils einem Reaktionsansatz mit sechs Weiss Units
der T4 DNA Ligase und Rl 10-fach konzentriertem Ligationspuffer gegeben. Mit bidestil-
liertem Wasser wurde der Ansatz aufi2@ingestellt. Die Inkubation erfolgte in einem auf
16 °C (bei Uberhdngenden Enden) bzw.°Z1(bei glatten Enden) eingestellten Wasserbad
uber Nacht. Das Wasserbad befand sich in einer geschlossenen Styroporkiste, die im Kuhl-
raum (4°C) aufgestellt wurde. Dies fuhrt zu einem langsamen Abfallen der Temperatur.

Am folgenden Tag wurde die Ligase durch ein Erhitzen (20°C)0des Ansatzes inakti-
viert. Vom Reaktionsansatz wurden fur eine Elektrotransformation (Kapitel 3.7.7.2) kompe-
tenter Zellen 21l eingesetzt.

Um sicherzugehen, dal3 eine Religation des Vektors auszuschlieRen war, wurde ein Ligati-
onsansatz ohne das Insert durchgeftihrt. Nach der Transformation wurden dann, wie zu er-
warten, keine oder nur wenige Transformanten erhalten.

2. Ligierung nicht kompatibler Enden bei Vektor und Insert:

Waren die zu ligierenden Enden von dem Vektor und Insert nicht kompatibel, so wurden
uberhangende 5'-Enden mit 10 Units der DNA-Polymerase | (grof3es Klenow Fragment) mit
Desoxyribonukleotiden (je 0,25 mM) aufgefillt. Die Inkubation erfolgte fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Die Klenow-Polymerase wurde dann 20 Minuten B&i in@ktiviert.

Die Uberhdngenden 3'-Enden wurden mit der T4-Polymerase (6 Units pro Ansatz) abver-
daut. Das Zurtickschneiden erfolgte in einem autf8mperierten Wasserbad, das durch
eine Zugabe von Eisstuckchen innerhalb von 15 Minuten a6€labgekuhlt wurde. An-
schlieRend wurde die T4-Polymerase 20 Minuten béCrmaktiviert.

Nach dem Auffullen oder dem Abverdauen des Uberhdngenden Endes wurde die DNA
uber ein Agarosegel aufgetrennt und eluiert.

Ligationspuffer:10x Stammldsung

Tris/HCI, pH 8,0 300 mM
MgCl» 100 mM
DTT 100 mM

ATP 5 mM
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3.7.5 Trennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen

Die Auftrennung der Plasmid-DNA nach den Restriktionsverdaus erfolgte in 0,7 bis
1,5 %-igen (w/v) Agarosegelen in TAE-Puffer bei einer konstanten Spannung von 80 V.

Die Anfarbung der DNA erfolgte im Ethidiumbromidbad(@/ml in TAE-Puffer). Die
Lange der DNA-Fragmente wurde durch einen Vergleich mit einem geeigneten Molekular-
gewichtsstandard\¢(DNA, BsiE Il verdaut oder 100 bp-Leiter) bestimmt.

TAE-Puffer: 50x Stammldsung

Tris Base 2M
EDTA-Na& 50 mM
Eisessig 6 % (V/v)

3.7.6 Isolierung von DNA-Fragmenten aus TAE-Agarosegelen

Nach dem Anfarben wurde das gewinschte DNA-Fragment aus dem Gel mit einem Skal-
pell ausgeschnitten und entsprechend der Herstellerangabe mit dem Qiaquick-Kit (Qiagen)
aus dem Gelstick isoliert.

3.7.7 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation

3.7.7.1 TSS-Transformation

Fur Transformationen, die wie z. B. bei der Transformation eines gereinigten Plasmids
keine hohe Effizienz erforderten, wurde die TSS-Transformation nach Chung et al. (Chung et
al., 1989) durchgefuhrt. TSS bedeutet "transformation and storage solution”.

Pro Ansatz wurden 5@l Rezipientenzellen aus einer Kultur in der exponentiellen Wachs-
tumsphase mit 501 2 x TSS gemischt und fur einige Minuten auf Eis gestellt. Die Zellen sind
sofort kompetent. Die Transformation erfolgte durch die Zugabe vonul PRasmid-DNA
und einer Inkubation auf Eis fur weitere 20 Minuten. Zur phénotypischen Expression wurde
1 ml LB-Medium hinzugefuigt und der Ansatz eine Stunde b&2Bzw. 37°C inkubiert.
Anschliel3end wurden die Zellen auf einer Selektionsplatte ausplattiert und Gber Nacht bei der
entsprechenden Temperatur bebrutet.

2xTSS:
PEG-6000 20 % (W)
DMSO 10 % (VIV)
MgSOu 100 mM

Das PEG-6000 wurde in LB-Medium geldst und anschlielBend autoklaviert. Das DMSO
und sterilfiltrierte MgSQ wurden erst nach dem Autoklavieren hinzupipettiert. Die Lésung
kann fur mehrere Monate bef@ aufbewahrt werden.
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3.7.7.2 Elektrotransformation

Wenn eine hohe Transformationseffizienz erforderlich war, wie z. B. nach Ligationen,
dann wurde die Methode der Elektrotransformation gewahlt. Die Herstellung von kompeten-
ten Zellen, sowie die Transformation wurden nach Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989)
durchgefuhrt.

3.7.8 Plasmidkonstruktionen

Die Tabelle 3-2 zeigt eine Ubersicht der in dieser Arbeit konstruierten Plasmide.

3.7.8.1 Konstruktion von pCS10

Um eine Koexpression der GedegRs10a UndmalS in einem Stamm zu ermoglichen,
mufite daslegRso104Gen aus pPW105 auf einen Vektor kloniert werden, der kompatibel zu
dem Plasmid pUMal03 ist. Als Zielvektor wurde fur ddegRso104Gen das Plasmid
pPACYC184 ausgewahlt.

Durch einen Restriktionsverdau des Plasmids pACYC184 mit den EnzZyméll und
BsaB | wurde ein Fragment erhalten, das ein Chloramphenicol-Resistenz-Gen und den Repli-
kationsursprung p15A tragt. Das Uberhangende 5'-EndHiddsli-Verdaus wurde mit der
DNA-Polymerase | aufgefillt. Um eine Religation des Fragmentes auszuschliel3en, wurden
die Enden dephosphoryliert.

Das degRs2104Gen entstammt dem Plasmid pPW105. Es wurde mit den Enzgmah
und FauND | ausgeschnitten. Um glatte Enden zu erhalten, wurde das tUberhdngende Ende
mit der DNA-Polymerase | aufgefillt.

Die beiden Fragmente wurden ligiert und in den Stamm CS37 transformiert. Die genotypi-
sche Korrektheit und die Orientierung des Inserts wurde durch &odR I-Verdau des
Plasmids Uberpruft.

3.7.8.2 Konstruktion von pCS13

Das Plasmid pCS13 wurde zur Reinigung von einem signalsequenzlosen MalS-Derivat aus
dem Cytoplasma verwendet. Am 5'-Ende deslSGens kodiert dieser Vektor fir einen
.His-Tag", der die Reinigung des ZielproteidssEéMalS) erleichtert.

Als Zielvektor ist der N-terminale His-Tag-Vektor pQE32 ausgewahlt worden. Dieser
Vektor wurde durch einen Verdau mit den Restriktionsenzyipen undHind Il getffnet.

Um bei der Ligation eine mogliche Religation auszuschliel3en, wurde der Vektor dephospho-
ryliert. DasmalSGen wurde aus dem Plasmid pCS1 ebenfalls durch einen Verdau mit den
EnzymenKpn | undHind Il ausgeschnitten, und konnte so direkt in den getffneten Vektor
pQE32 ligiert werden. Der Ligationsansatz wurde in den Stamm DHB4 transformiert. Die
genotypische Korrektheit der erhaltenen Kandidaten wurde durch einen Restriktionsverdau
mit den EnzymerKpn | undHind Il bestéatigt.

3.7.8.3 Konstruktion von pCS19

Die Konstruktion des Plasmids pCS19 dient der kontrollierten Expression von Proteinen
mit einem C-terminalen His-Tag. Als Ausgangsplasmid dient hier der Vektor pQEG60, einem
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C-terminalen His-Tag-Vektor, von Qiagen. Die Expression des Zielgens ist unter der Kon-
trolle des By~Promotors. Da dem Vektor das Gen fir den Lac-Reprdasdrfehlt, mulite
bei der Verwendung dieses Vektors auf die Regulation der Transkription verzichtet werden.
Um diesen Nachteil zu umgehen, wurde @atd-Gen auf das Plasmid pQEG60 kloniert, da
eine Kopie des$acld-Gens (q steht fur Quantitat) auf einem F-Plasmid oder im Chromosom
nur ungenigende Mengen an Repressor liefert.|&a%Gen hat einen mutierten Promotor,
der eine starke Uberexpression bewirkt.

Durch eine PCR wurde ddacl9-Gen vom Plasmid pMAL-p2 amplifiziert. Fir die PCR
sind folgende Oligonukleotide verwendet worden:

Laclg.Ssp.Xba: 5-CCAATATTCTAGATCATGCGCACCCGTG-3'
Laclg.Ssp.Xba: 5-GGAATATTCTAGATTACCGTGCAGTCGATGATAAGC-3'

Diese Oligonukleotide fihrten am 5'- und 3'-Ende t&$9-Gens eineSspl- und
Xbal-Schnittstelle ein. Das PCR-Produkt wurde Xbal geschnitten. Der Vektor pQE60
wurde ebenfalls durcKbal ged6ffnet und die Enden dephosphoryliert. Die beiden Fragmente
wurden ligiert.

Um die neuen Konstrukte vom religierten pQE60 zu unterscheiden, wurde die Ligation in
den Stamm GDRL1 transformiert. Dem Stamm GDR1 fehlt der Lacl-Repressor aufgrund eines
TransposonsI(n10) im lacl-Gen. Ansonsten ist das Lac-Operon komplett vorhanden. Die
B—-Galaktosidase wird deshalb in diesem Stamm konstitutiv exprimiert. Auf einer Agarplatte
laRt sich dig3-Galaktosidase-Aktivitat durch Spaltung von ihrem Substrat XG, was eine tief-
blaue Farbung der Kolonie verursacht, leicht nachweisen.

Erhalten Zellen nun ein Plasmid mit einem funktionellEwl-Gen, andert sich auf
NZA-Platten, die XP enthalten, die Farbe von Blau nach Weil3. Aus den weil3en Kolonien
wurde das Plasmid prapariert und mit den Restriktionsenzytham undBgl Il auf genoty-
pische Korrektheit Uberpruft. Die Orientierung ded9-Gens wurde durch einen Doppelver-
dau mit den EnzymeNcol undHpa | bestimmt.

3.7.8.4 Konstruktion von pCS20

Um degP Uberzuexprimieren und das Genprodukt DegP leicht reinigen zu kénnen, wurde
das Plasmid pCS20 konstruiert. Durch dieses Konstrukt erhdlt man DegP mit einem
C-terminalen His-Tag. An dem C-Terminus von DegP schliel3en sich die Aminosauren Argi-
nin, Serin und schlie3lich sechs Histidine an. Durch die Klonierung wurde die zweite Ami-
nosaure des Vorlauferproteins von Lysin nach Alanin ausgetauscht.

Das degRGen wurde mittels einer PCR mit der Vent-Polymerase von einem Gemisch
chromosomaler DNA der Stamme MC4100 und BRE2000 amplifiziert. Es sind folgende Oli-
gonukleotide eingesetzt worden:

Ncol-degP: 5-AAATCCATGGCGAAAACCACATTAGCACTG-3
degP-Bglll: 5-AACTAGATCTCTGCATTAACAGGTAGATGGTG-3'

Durch die PCR entstanden zur Subklonierung die SchnittstelleNdai (5'-Ende) und
Bgl Il (3'-Ende). Das erhaltene PCR-Produkt wurde mit den RestriktionsenZyotdrund
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Bgl Il geschnitten. Der miNco | und Bgl Il gedffnete und dephosphorylierte Vektor pCS19
wurde mit dem PCR-Produkt ligiert. Die Transformation erfolgte in den Stamm SB600. Die
erhaltenen Transformanten wurden durch eine PCR mit den Oligonukleotiden ,Ncol-degP*
und ,degP-Bglll“ auf das Vorhandensein adlegRInserts getestet. Ein anschlieRender Ver-
dau, der Plasmide von positiven Kandidaten, mit den Restriktionsenzyoeenund Bgl Il

ergab die erwarteten Fragmentgréf3en. Die Korrektheit des Konstrukts wurde durch eine Se-
quenzierung dedegPGens verifiziert.

3.7.8.5 Konstruktion von pCS21

Zur Uberexpression vodegPs»10aWurde das Plasmid pCS21 konstruiert. Das Konstrukt
entspricht dem Plasmid pCS20. Ein Unterschied zwischen den beiden Plasmiden besteht nur
in einer Base. Deswegen wurde das exprimierte Proteindgegfgenannt.

Das degRs2104Gen wurde durch eine PCR mit der Tag-Polymerase vom Plasmid pCS10
amplifiziert. Bei der PCR sind die gleichen Oligonukleotide wie zur Konstruktion von pCS20
eingesetzt worden. Das PCR-Produkt wurde entsprechend dem Plasmid pCS20 modifiziert
und subkloniert. Die Uberprifung der genotypischen Korrektheit wurde ebenfalls wie beim
Plasmid pCS20 durchgefihrt. Das Sequenzieren ergab, daf3 durch die PCR ein Basenaus-
tausch stattgefunden hatte. Die Base 423 ist von Thymin nach Cytosin ausgetauscht worden.
Fur das Protein ergibt sich dennoch eine korrekte Aminosauresequenz, da dies eine ,stille”
Mutation ist.

3.7.8.6 Konstruktion von pCS24

Das Plasmid pCS24 wurde genau wie das Plasmid pCS20 konstruiert. Bei der Durchflih-
rung der PCR sind durch die Polymerase aber zufallig Mutationen eingefiihrt worden. Die
Base 778 des Vektors wurde von Guanin nach Adenin ausgetauscht. Hierdurch ergibt sich
eine Mutation, die zu einer veranderten Proteinsequenz fuhrt. Im reifen Protein:(gggP
ist die Aminosaure 196 von Glutaminsaure zu Lysin ausgetauscht.

3.7.8.7 Konstruktion von pCS26

Das Plasmid pCS26 ist ebenfalls durch einen zufélligen falschen Einbau bei der PCR ent-
standen. Die Konstruktion entspricht dem Plasmid pCS20. Durch die Mutation der Base 1349
von Thymin nach Cytosin kommt es zu einem Aminosaureaustausch. Das Valin 386 des rei-
fen Proteins (Degfigep) iSt gegen Alanin ausgetauscht.

3.7.8.8 Konstruktion von pIC1

Das Plasmid pIC1 kodiert fur ein DegP-Derivat, dem die katalytische Domane fehlt. Das
exprimierte Protein wurde als PR4 bezeichnet. Zur Konstruktion wurde mit der Vent-
Polymerase eine PCR des Plasmids pCS20 durchgefiihrt. Als Oligonukleotide wurden Se-
guenzen ausgewahlt, die am 5’- und 3’-Ende des Genabschnitts der katalytische Doméane an



3. Material und Methoden 32

lagern. Durch die Oligonukleotide wurden an den Enden des -PG&ukts
Sacl-Schnittstellen eingefuhrt. Es wurden folgende Oligonukleotide verwendet:

5'-PDZ's: 5-AATTGAGCTCCTGACCTCGCAGATGGTGGAATACG-3’
3’-ss: 5-AATTGAGCTCAGTCTCAGCCGCCGTTGCAGAGAGC-3

Das PCR-Produkt wurde n#acl geschnitten und ligiert. Die Transformation erfolgte in
den Stamm DHBA4. Die genotypische Korrektheit der Transformanten wurde durch einen
Ncol/Hind lll-Doppelverdau tberprift. Eine Sequenzierung des Konstrukts erfolgte nicht.

3.7.8.9 Konstruktion von plwW4

Das Plasmid plW4 enthalt edegRGen, dessen PDZ-Domanen deletiert sind. Das expri-
mierte Genprodukt wurde deshalb DagBz; » genannt. Als Ausgangsplasmid fir die Klo-
nierung von plwW4 diente das Plasmid pCS20. Nach dem Aufschneiden des Plasmids mit den
RestriktionsenzymeBsn¥ | und Bgl Il wurden die Uberhdngenden 5'-Enden mit der DNA-
Polymerase | aufgefillt. Nach der Ligation wurde Pétl nachgeschnitten, um inkorrekte
Ligationsereignisse zu eliminieren. Der Ligationsansatz wurde in den Stamm DHB4 trans-
formiert.

Die genotypische Korrektheit des erhaltenen Konstrukts wurde durch einen Verdau mit
den RestriktionsenzymeXco | undHind Il Gberprift. Die erhaltenen DNA-Fragmente hat-
ten die erwarteten Grol3en.

3.7.8.10 Konstruktion von pIW5

Das Plasmid pIW5 tragt edegRGen, bei dem der fur die PDZ2-Doméne kodierende Be-
reich deletiert wurde. Das Genprodukt wurde Dggi>» genannt.

Zur Konstruktion von plW5 wurde das Plasmid pCS20 mit den Restriktionsen®shen
und Bgl Il geschnitten. Das tUberhdngende 3'-EndeRidr-Schnittstelle wurde mit der
T4-DNA Polymerase abverdaut und das Gberhangende 5'-EnBgldleSchnittstelle wurde
mit der DNA-Polymerase | aufgefllt. Der Ligationsansatz ist in den Stamm DHB4 transfor-
miert und die genotypische Korrektheit von Transformanten tber einen Verdau mit den Re-
striktionsenzymemco | undHind Il getestet worden.

3.7.8.11 Konstruktion von pIW6

Auch das Plasmid pIW6 tragt edegPRGen, dem die PDZ2-Domane fehlt. Der Fusions-
punkt ist aber im Vergleich zu pIW5 zum 5'-Ende hin verschoben.

Das Ausgangsplasmid pCS20 wurde mit den RestriktionsenzBsmhl und Bgl Il ver-
daut. Die Uberhangenden 5'-Enden sind mit der DNA-Polymerase | aufgefullt worden. Nach
der Religation des Vektors wurde mit dem RestriktionsenRgth nachgeschnitten, um fal-
sche Konstrukte zu eliminieren. Die Transformation erfolgte in den Stamm DHB4 und das
erhaltene Konstrukt ist genotyptisch durch einen Verdau mit den Restriktionsenxgmen
undHind Il getestet worden.
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3.7.8.12 Konstruktion von plW7

Auf dem Plasmid pIW7 befindet sich edlegRGen mit fehlender PDZ1-Doméane, weshalb
das exprimierte Protein DegPFpz1 genannt wurde. Zur Konstruktion dieses Plasmids ist
zunachst Uber eine PCR eiRst I-Schnittstelle am 5-Ende des kodierenden Bereichs der
PDZ1-Doméane eingefuhrt worden. Hierfir wurde mit der PfuTurbo-Polymerase eine PCR des
Plasmids pCS20 mit folgenden Oligonukleotiden gemacht:

degP-5'Sacl: 5-TCTGCCAGGAAGGTTCTCCGTTCC-3'
APDZ1-Pstl: 5'-CTCTGCTGCAGCTGCGAGGTCAGGTTTTTC-3'

Das PCR-Produkt wurde mit den Restriktionsenzy@acl und Pstl verdaut und an-
schlieBend in den mit den selben Enzymen getéffneten Vektor pCS20 einkloniert worden. Der
Ligationsansatz wurde in den Stamm DHB4 transformiert. Die genotypische Korrektheit der
Transformanten wurde durch einBlico I/Hind llI-Doppelverdau Uberprift. Eine Sequenzie-
rung erfolgte nicht.

3.7.8.13 Konstruktion von pIW9

Das Plasmid pIW9 wurde entsprechend dem Plasmid pIW4 konstruiert. Als Ausgangs-
plasmid diente aber pCS21 anstelle von pCS20.

3.7.8.14 Konstruktion von pIW10

Das Plasmid pIW10 wurde genauso wie das Plasmid pIW5 konstruiert, wobei hier pCS21
als Ausgangsplasmid diente.

3.7.8.15 Konstruktion von pIlw11

Die Klonierung des Plasmid plW11 entspricht der des Plasmids plW6. Anstelle des Aus-
gangsplasmids pCS20 wurde hierfir pCS21 verwendet.

3.7.8.16 Konstruktion von plW12

Fir die Konstruktion von plW12 wurde wie bei dem Plasmid pIW7 verfahren. Als Matri-
zen-DNA fur die PCR wurde anstelle des Plasmids pCS20 das Plasmid pCS21 verwendet.
Das PCR-Produkt wurde in den Vektor pCS21 einkloniert.

3.8 Biochemische Methoden

3.8.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die SDS-Gelelektrophorese ist eine MiniProtean Il Apparatur (BioRad, Miinchen)
verwendet worden. Im wesentlichen wurde nach der von Laemmli beschriebenen Methode
verfahren (Laemmli, 1970). Die verwendeten Proben mit Ganzzellproteinen wurden aus
Ubernachtkulturen hergestellt, die unter reduzierenden Bedingungen in Probenpuffer mit
30 mM DTT, oder unter nicht-reduzierenden Bedingungen in Probenpuffer mit 20 mM lo-
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dacetamid aufgenommen worden waren. Hierflr wurdepl Z@&llsuspension mit 3Ql des
jeweiligen Probenpuffers gemischt. Die chromosomale DNA ist durch ein Scheren zerstort
worden.

Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben fur funf Minuten at€ ®hitzt und
danach abzentrifugiert (1’, 20 08@, RT). Vom Uberstand sind in der Regel 10 {2@uf-
getragen worden. Bei Proteinlésungen, die eine zu geringe Protein-Konzentration fur eine
SDS-PAGE hatten, wurde durch eine Methanol- (Wessel und Fligge, 1984) oder
TCA-Fallung das Protein aufkonzentriert. Fur eine TCA-Fallung ist eine 40 %-ige (w/v) wal3-
rige TCA-LOsung der Proteinldsung zu einer Endkonzentration von 13 % zugesetzt, die Probe
fur 20 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieRend abzentrifugiert (5’, 17 000 %Q), wor-
den. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet mit 1 ml Aceton gewaschen. Nach
dem Trocknen des Pellets wurde das Protein iplXles entsprechenden Probenpuffers auf-
genommen und auf ein SDS-Gel geladen worden. Die Auftrennung erfolgte, wenn nicht an-
ders beschrieben, in einem 10 %-igen Gel.

3.8.2 Farben von SDS-Gelen

SDS-Gele wurden zum Nachweis der Proteine mit Coomassie gefarbt. Hierbei kamen zwei
unterschiedliche Farbemethoden zur Anwendung, die sich jedoch nicht in ihrer Sensitivitat,
sondern in der Farbezeit unterscheiden. Die Nachweisgrenze bei beiden Methoden betragt 30
bis 50 ng Protein.

3.8.2.1 Coomassie-Farbung nach Fairbanks

Diese Farbemethode besticht durch ihre Geschwindigkeit. Die Originalvorschrift
(Fairbanks et al., 1971) wurde wie folgt modifiziert:

Nach Abschluld der Elektrophorese wurden die Gele zuerst fur zwei Minuten in der L6-
sung A in der Mikrowelle aufgekocht, finf Minuten leicht geschuttelt und schlief3lich jeweils
in der Lésung B und Ldsung C kurz aufgekocht. Die vollstandige Entfarbung des Hintergrun-
des erfolgte durch ein Schitteln in der Losung D bei Raumtemperatur.

LOsungen:
A: 25 % Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 0,05 % (w/v) Coomassie Blau R-250
B: 10 % Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 0,005 % (w/v) Coomassie Blau R-250
C: 10 % (v/v) Essigsaure, 0,002 % (w/v) Coomassie Blau R-250
D: 10 % (v/v) Essigsaure

3.8.2.2 Coomassie-Farbung nach Neuhoff

Die Farbung nach Neuhoff et al. (Neuhoff et al., 1988) ist leicht verandert folgendermal3en
durchgefthrt worden:

Die Gele wurden fir 10 Minuten in Trichloressigsaure (TCA) fixiert. AnschlieRend er-
folgte die Behandlung in der Farbelésung Uber Nacht bei Raumtemperatur auf dem Schttel-
tisch. Die Farbeldsung wurde kurz vor dem Gebrauch aus 40 ml Stammlésung A, 1 ml
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Stammlosung B und 10 ml Methanol hergestellt. Die Entfarbung der Gele erfolgte durch ein
Waschen in bidestilliertem Wasser.

Losungen:

TCA:

TCA 12 % (Whv)
Stammldsung A:

NH4SO, 10 % (w/v)

H3POy 2 % (wiv)
Stammlésung B:

Coomassie Brilliant Blau G-250 5 % (w/v)

3.8.2 Western Immunoblotanalyse

Fur einen spezifischen immunologischen Nachweis wurden die mittels SDS-PAGE aufge-
trennten Proteine auf eine PVDF- (Polyvinylidene Difluorid) Membran (Fluorotrans Transfer
Membran 0,3um; Pall, Ro3dorf) Gbertragen. Der Transfer erfolgte fur eine Stunde bei einer
Spannung von 100 V mit einer Mini Trans-Blot Transfer Zelle (BioRad). Nach dem Transfer
wurde die Membran fur eine Stunde in der Blockierlésung auf dem Schiitteltisch inkubiert.
Dann erfolgte die Inkubation fir eine Stunde mit dem priméren Antiserum (1:20 000 in
TBST-Puffer). Zum Entfernen des ungebundenen Antiserums wurde die Membran dreimal
fur funf Minuten mit dem TBST-Puffer gewaschen. Der Nachweis erfolgte mittels des mit
AP-gekoppelten sekundaren Antikérpers. Die Membran ist fur 30 Minuten mit dem Konjugat
(1:20 000 in TBST-Puffer) inkubiert worden. Es folgten zwei Waschschritte im TBST-Puffer
und eine Aquilibrierung im AP-Puffer fur jeweils fiinf Minuten. Als Substrat fiir die alkali-
sche Phosphatase wurde eine Lésung aus BCIP und NBT verwendet. Die Entwicklung wurde
durch ein kurzes Waschen mit bidestilliertem Wasser und anschlie3ender einstundiger Inku-
bation mit 50 mM EDTA-Ng pH 8,0 gestoppt. Als GrolRenstandard wurde der ,low range
prestained-marker” (BioRad) verwendet.

Transferpuffer:

Tris Base 15 mM
Glycin 120 mM
SDS 10 mM

Methanol 20 % (v/Iv)
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TBST-Puffer:
Tris/HCI, pH 7,5 20 mM
NacCl 150 mM
Tween-20 0,05 % (v/v)

Blockierlsung:
2 % (w/v) BSA (Fraktion V, Sigma) in TBST geldst.

AP-Puffer:
Tris/HCI, pH 9,5 100 mM
NaCl 100 mM
MgCly 0,05 % (V/v)
Farbel6sung:
AP-Puffer 10 mi
NBT 66 pl
(50 mg/ml in 70 % DMF)
BCIP 33l

(50 mg/ml in DMF)

3.8.3 Bestimmungen enzymatischer Aktivitaten

3.8.3.1 Citrat Synthase

Eine Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der Citrat Synthase erfolgte im Rahmen der
Ruckfaltungsstudien im Wesentlichen nach der von Srere et al. (Srere et al., 1963) beschrie-
benen Methode. Der Test basiert auf dem ersten Schritt des Citronensaurezyklus, in dem die
Citrat Synthase eine Kondensation von Oxalessigsaure und Acetyl-Coenzym A zu Citrat und
Coenzym A katalysiert. Das Seitenprodukt Coenzym A reduziert stéchiometrisch das Ellmans
Reagenz (DTNB), was durch einem Anstieg der Absorptior\led05 nm photometrisch
verfolgt werden kann.

Es wurde ein Mikrotest etabliert, der aus {®Reaktionspuffer und fl Riuckfaltungsansatz
(Kapitel 3.8.7.2) besteht. Die Messung dieser Ansétze erfolgte in einem Mikrotiterplatten
Lesegerat (Anthos HTII; Anthos, Krefeld). Die Anderung der Absorption wurde Uber einen
Zeitraum von viereinhalb Minuten bei 28 verfolgt (40 Messpunkte). Der lineare Abschnitt

der Absorptionszunahme wurde zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat der Citrat Syntha-
se herangezogen. Sie berechnet sich nach der Formel (2):
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AOD405
(= €xd *V g mol U

Eh]in X mg% @

spezifische Aktivita

m

AOD,s Anderung der Absorption bai= 405 nm Uber den Zeitraungin min)

€ molarer Extinktionskoeffizient von DTNB (13 600 A1)
d: Schichtdicke des Messansatzes (0,55 cm)

V: Volumen des Messansatzes (P04 1)

P Proteinmenge im Messansatz (3,6 X19g)

Reaktionspuffer:

TE-Puffer 9,3 ml
50 mM Tris/HCI, 2 mM EDTA-Ng pH 8,0

10 mM Oxalessigsaure 0,1 mi
in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0

10 mM DTNB in TE-Puffer 0,1 ml

5 mM Acetyl-Coenzym A Trilithiumsalz 0,3 ml
geldst in TE-Puffer

3.8.3.2 [3-Galaktosidase-Aktivitat in Ganzzellen

Der B-Galaktosidase-Test in Ganzzellen wurde mit Anderungen nach Miller (Miller, 1972)
durchgefuhrt.

Fur die Bestimmung der Aktivitat wurde eine LB-Vorkultur des entsprechenden Stammes
1:100 in M9-Medium mit 0,2 % Glycerin und 0,01 % Thiamin verdinnt und Uber Nacht bei
28 °C inkubiert. Diese Ubernachtkultur wurde dann 1:25 in das gleiche Medium, jedoch mit
0,4 % Maltose supplementiert, Gberimpft. Nach dem Erreichen der friihen logarithmischen
Wachstumsphase ist ein Aliquot zur Messungi&@alaktosidase-Aktivitdit enthommen wor-
den. Fir den Enzymtest wurden 0,975 ml Z-Puffer mit 0,025 ml der Zellsuspension versetzt.
Zum AufschlielRen der Zellen wurden @b einer 0,1 %-igen (w/v) SDS-L6sung und
25 ul Chloroform hinzupipettiert, 10 Sekunden gemischt und 10 Minuten bei Raumtempera-
tur inkubiert.

Der Start der Enzymreaktion erfolgte durch eine Zugabe von 0,2 ml ONPG-Substrat (4 mg/ml
in Z-Puffer). Die enzymatische Spaltung des Substrats fuhrt zur Freisetzung von
o-Nitrophenol, dessen Absorption bei einer Wellenlange Asm05 nm photometrisch be-
stimmt wurde. Nach der Gelbfarbung des Ansatzes wurde die Reaktion durch das Alkalisieren
mit 0,5 ml 1 M NgCO3 gestoppt. Es wurde abzentrifugiert (5’, 20 000 x g, RT) und der
Uberstand im Photometer bei einer Wellenlange ¥en405 nm vermessen. Als Referenz fiir

den Nullabgleich des Photometers diente ein Ansatz der 0,025 ml LB-Medium anstelle von
0,025 ml Zellsuspension enthielt. OjeGalaktosidase-Aktivitat errechnet sich nach der For-
mel (3):
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ODuos x Vi 0 mol O

Aktivitat =
ODss x Gp x Vo X t X € Hnin x 109 ZeIIenE

3)

ODsg optische Dichte der eingesetzten Zellsuspension
OD,g5 optische Dichte der Enzymreaktion Bet 405 nm

Gy: Gesamtproteinmenge einer Zellsuspension dey;@91 (107ug/ml)
A% Endvolumen des Ansatzes (1,7 ml)
V. Volumen der eingesetzten Zellsuspension (1 ml)
€ molarer Extinktionskoeffizient von o-Nitrophenol BeF 405 nm (4 860 Mcnr?l)
t: Zeit (in min) bis zum Abstoppen der Enzymreaktion
Z-Puffer:
NapHP Oy 60 mM
NaH2PO4 40 mM
KCI 10 mM
MgSOy 1 mM

3.8.3.3 Aktivitat von reiner 3-Galaktosidase

Die Aktivitat von reinei3-Galaktosidase wurde im Rahmen von den Ruckfaltungsexperi-
menten durchgefihrt. Die Bestimmung erfolgte mit epi&alaktosidase-Konzentration von
0,01 mg/ml. Als Puffersystem wurde der R-Puffer (Kapitel 3.8.7.3) gewahlt.

Da die Absorption im Mikrotiterplatten-Lesegerat (Anthos HTII) ermittelt wurde, konnte
die Aktivitdtsbestimmung in einem kleinen Volumen erfolgen. Es wurderuiLi8er En-
zymlosung zu 2@ ONPG-Substrat (4 mg/ml in Z-Puffer) pipettiert, wodurch die enzyma-
tische Reaktion gestartet wurde. Die Absorption wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten bei
einer Wellenldnge voh = 405 nm bestimmt. Anhand der Steigung der Absorptionszunahme
in Abhéngigkeit der Reaktionszeit lie’ sich die spezifisBHealaktosidase-Aktivitat nach
der Formel (4) errechnen:

B xV 0 mol O
spezifische Aktivitat =€ % d e 0 (4)
P, In x mg
AOD,s Anderung der Absorption bi= 405 nm Uber den Zeitraungin min)
€ molarer Extinktionskoeffizient von o-Nitrophenol (4 860%ht?)

d Schichtdicke des Messansatzes (0,55 cm)
V: Volumen des Messansatzes«(204 |)
P Proteinmenge im Messansatzx(203 mg)
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3.8.3.4 MalS-Aktivitat in Zellen

Der Enzymtest wurde mit Anderungen nach Freundlieb und Boos (Freundlieb und Boos,
1986) durchgefihrt.

Fir eine Ubernachtkultur ist eine LB-Vorkultur 1:100 in M9-Medium, das mit 0.2 % Ca-
saminosauren supplementiert war, verdiinnt worden. Bei den Stammen, die nicht den Genotyp
malTC hatten, wurde die Expression voralSdurch die Beigabe von 0,4 % Maltose indu-
ziert. Von dieser Ubernachtkultur wurden 10 ml abzentrifugiert (5’; 4 000 x g), der Uberstand
abgesaugt und das Zellpellet mit M9-Medium aufgenommen, wieder abzentrifugiert und so
resuspendiert, dal3 eine optische DichteNbei578 nm von zwei erhalten wurde. Die Zellen,
bei denen MalS im Cytoplasma lokalisiert ist, wurden zum Aufschluf3 mijtl Zsner
0,1 %-igen (w/v) SD&.6sung und 2%l Chloroform versetzt, 10 Sekunden gemischt und
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bei einer periplasmatischen Lokalisierung missen
die Zellen nicht aufgeschlossen werden, da das Substrat PG-6 durch die Pore LamB eindif-
fundiert. Die enzymatische Reaktion wurde durch die Zugabe von200 mM PG-6
(Endkonzentration 2 mM) gestartet.

Nach dem Eintreten einer Gelbfarbung, die durch die enzymatische Abspaltung der termina-
len Nitrophenylgruppe des Substrates PG-6 entsteht, wurde die Reaktion durch eine Zugabe
von 170ul der TCA-LOsung gestoppt. Aufgrund der starken Ansauerung verschwindet die
Gelbfarbung. Der Ansatz wurde gemischt, 15 Minuten auf Eis inkubiert und abzentrifugiert
(5’, 20 000 x g, RT), um die Zelltrimmer zu entfernen. Vom Uberstand wurdenpl 40@in

neues ReaktionsgefalR dberfihrt und kurz vor der Messung dem Ansatal 600
Nay,CO3-LOsung zugefiigt. Der pH-Wert stieg dadurch auf pH 12,5 und die Gelbfarbung wur-
de zurickgewonnen. Zur Ermittlung der Umsatzrate wurde in diesem Ansatz die Absorption
bei einer Wellenlange vok = 405 nm photometrisch bestimmt. Die Aktivitat von MalS er-

gibt sich aus Formel (5):

... CcxV 0 | 0
Aktivitat = x ft x fn mo 5
txfr Cmin x 109 zdlenO ©)

: Faktor zur Normierung auf #@ellen pro Ansatz (OB,g= 1 entspricht 1®Zellen/ml; bei der eingesetzten
ODg,g= 2 ist der Faktor in einem 5Q0 Ansatz folglich 1)

. Verdunnungsfaktor aufgrund der TCA-Fallung (1,34)

n. Verdiinnungsfaktor aufgrund der $a0O5 Zugabe (2,5)

Zeit (in min) bis zum Abstoppen des Ansatzes

Volumen (in ml) des Versuchsansatzes (0,500 ml)

—  —h
—

o < ™

Konzentration von Nitrophenol in der Kiivette; Giber das Lambert-Beer'sche Gesetz aus der Absorption
beiA = 405 nm berechenbar: ¢ =eA/d (€ = 1,8x 10* M-1cnml)
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Losungen:
TCA 20 % (wiv)
N82C03 2M
PG-6 200 mM in HOp;gest

3.8.3.5 Enzymatische Aktivitat von gereinigtem MalS

Die Aktivitdt von gereinigtem MalS wurde im TC-Puffer bestimmt. Die Enzymreaktion
fand in einem Gesamtvolumen von 1@b bei Raumtemperatur mit einer
MalS-Endkonzentration von 1,18/ml (15,7 nM) statt. Die Reaktion wurde durch die Zuga-
be des Substrats PG-6 (Endkonzentration von 1 mM) gestartet. Um den Effekt verschiedener
Substanzen auf die enzymatische Aktivitdt von MalS zu studieren, fand eine Vorinkubation
mit der jeweiligen Chemikalie mit MalS fur finf Minuten vor der Zugabe des Substrats statt.
Nach dem Auftreten einer Gelbfarbung wurde die Absorption bei einer Wellenlange von
A =405 nm in einem Mikrotiterplattenlesegerat (Anthos HTII) bestimmit.

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter von MalS wurde das Enzym in einer Protein-
konzentration von 1,4ag/ml eingesetzt. Die Substratkonzentrationen hierfur lagen zwischen
0,5 und 50QuM. Alle Tests wurden mindestens zweimal unabhangig voneinander durchge-
fuhrt. Die spezifische MalS-Aktivitat ergibt sich aus der Formel (6):

OD, xVx10° 0 nmol O

spezifische Aktivitat = . 6
P exdxtxP, Hnmxmgg ©)
OD,4gs Absorption des Ansatzes bei 405 nm
V. Volumen des Messansatzes (i
€ Extinktionskoeffizient von p-Nitrophenél,8x 10* M-lcnrl)
d: Schichtdicke des Messansatzes (in cm)
t: Reaktionszeit (in min)
P Eingesetzte MalS-Menge (irg)
LOsungen:
TC-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 5 mM Cagl

PG-6 200 MM in HOpjgest

3.8.3.6 Enzymatische Aktivitat von gereinigtem DegP und DegP-Derivaten durch Re-
sorufin-markiertes Casein

Casein kann als Substrat fur die Bestimmung der Proteaseaktivitdt von DegP und seinen
Derivaten verwendet werden. Um die proteolytische Aktivitat photometrisch analysieren zu
kénnen verwendet man Casein, das mit Resorufin markiert ist. Als Mal3 fur die Proteaseakti-
vitat dienen die Caseinfragmente, die durch TCA nicht fallbar sind. Der Test wurde wie folgt
durchgefuhrt:
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Im Ansatz lag eine Proteinmenge vopd DegP vor. Bei Derivaten, die geringere Aktivi-
tat aufwiesen, wurde entsprechend mehr Protein eingesetzt. Die DegP Losung wurde mit
50 pl Substratlésung versetzt und mit dem Inkubationspuffer aujuP@dfgefullt. Als Re-
ferenz diente eine Mischung aus @Bubstratlosung und 158 Inkubationspuffer. Die In-
kubation erfolgte Gber Nacht im Dunkeln bei €7 und wurde dann durch das Zumischen
von 480ul Stopplésung beendet. Dies fuhrt bei Raumtemperatur innerhalb von 10 Minuten
zum Fallen des ungespaltenen Caseins. Nach dem Abzentrifugieren (5’, 20 000 x g, RT) wur-
den 400ul Uberstand abgenommen und mit G00restpuffer gemischt. Zur Berechnung der
proteolytischen Aktivitat von DegP wurde die Absorption im Photometer bei einer Wellen-
lange vom\ = 574 nm bestimmt und nach der Formel (7) berechnet.

oD

75w \f x e
. O mo 0O
Aktivitat = -£-Xd 7
tx P, Emin X mg% @

ODg,4 Absorption beh =574 nm
: molarer Extinktionskoeffizient von Resorufin (66 000L)

™

d: Schichtdicke der Kuvette (in cm)

V: Volumen des Messansatzes (103 I)

t: Zeitraum der Reaktion (in min)

P Proteinmenge im Messansatz (in mg)

A= Verdinnungsfaktor durch Zugabe von Stopp- und Testreagenz (5)

LOosungen:
Substratlosung 4 mg/ml Casein-Resorufin markiert j@k}est
Inkubationspuffer 100 mM Tris/HCI, pH 8,0
Stopplésung 6 % (w/v) Trichloressigsaure i8Qq;gest
Testpuffer 0,5 M Tris/HCI, pH 8,0

3.8.3.7 Spaltung von kurzkettigen pNA-Peptiden durch DegP

Die proteolytische Aktivitat von Proteasen kann durch Peptide, die eine C-terminal gekop-
pelte p-Nitroanilin-Gruppe (pNA) tragen, bestimmt werden. Die Spaltung mul3 hierftr zwi-
schen der p-Nitroanilin-Gruppe und der damit verknipften Aminosaure erfolgen. Die Menge
des freigesetzten p-Nitroanilin ist ein Mal3 fir die Proteaseaktivitat und kann photometrisch
guantifiziert werden. Die flr eine Bestimmung der proteolytischen Aktivitat von DegP ver-
wendeten pNA-Peptide sind in der Tabelle 3-5 aufgefuhrt.
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Tab. 3-5. pNA-Peptide zur Charakterisierung der proteolytischen Aktivitat von DegP.

Peptid Molekulargewicht (in Da) Losungsmittel
Suc-AAPV-pNA 576,6 Methanol
Suc-AAV-pNA 479,5 DMF

Die Peptide wurden in einer Endkonzentration von [ildOverwendet. Fir den Test wur-
den 15ug gereinigtes DegP in 498 T-Puffer eingesetzt. Die Reaktion wurde durch die Zu-
gabe von qul des Substrats gestartet, der Ansatz bei der entsprechenden Temperatur inkubiert
und nach 20 Stunden durch eine Zugabe vonB@itronensaure gestoppt. Die Absorption
des Ansatzes wurde bei einer Wellenlange xon405 nm bestimmt. Die spezifische pro-
teolytische Aktivitat von DegP ergibt sich dann aus der Formel (8):

AOD,, xV O mol U

Aktivitat = : 8
CXE¢ Emln X ng ®
AOD,gs  Absorptionssanderung bei= 405 nm dber den Zeitraungin min)
V: Endvolumen des Reaktionsansatzes (in ml)
C: Konzentration von DegP im Reaktionsansatz (in mg/ml)
€ molarer Extinktionskoeffizient von pNA (8 800-Mcnrl)
LOosungen:
T-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,7
Citronensaure 1M
Peptide (Tab. 3-5) 100 mM

3.8.3.8 Spaltung von langkettigen Peptiden durch DegP

Eine Spaltung der in Tabelle 3-6 aufgefiihrten Peptide durch DegP sollte durch eine Chro-
matographie nachgewiesen werden.

Tab. 3-6. Peptide zur Charakterisierung der proteolytischen Aktivitat von DegP.

Molekulargewicht
Peptidname Peptidsequenz (in Da)

MalF MDVIKKKHWWQSDALKWSVLGLLGLLVGYLVV 3 696
TEV-site CLTLIHKFENLYFQSAAAILVYKSQ 2902
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Der Proteolyseansatz bestand ausl9D-Puffer mit 15ug DegP und 1@l Peptid. Als Re-
ferenz wurde ein entsprechender Ansatz gewahlt, der anstelle von DegP das Protein
DegPRs210a€enthielt. Nach der Inkubation (17 h, 3Z) wurde das Protein durch einen Mikro-
konzentrator (Microcon; Amicon, Witten) mit einer Ausschluf3grenze von 10akiDatrennt
(20, 4 650x g, RT).

Die Auftrennung maoglicher Spaltprodukte erfolgte durch eine Superdex Peptide HR 10/30
Saule (Pharmacia) mit Acetonitril als Laufmittel (FluBrate: 0,5 ml/min), ihr Nachweis mittels
eines Spektralphotometers bei einer Wellenlange\var280 nm.

Losungen:

T-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
Peptid 2 mM in Methanol

3.8.4 Proteinreinigung

Zur Reinigung von Proteinen wurde eine automatisierte FPLC-Anlage von Pharmacia oder
die BioLogic Workstatior{BioRad) verwendet. Als Leersdule zum Packen von Ni-NTA Su-
perflow- und Q-Sepharose-Material wurde eine VantagL-Laborsaule VL 11 x 250 (Millipore,
Neu-Isenburg) verwendet.

3.8.4.1 Reinigung von MalS

Die periplasmatische Amylase MalS wurde aus dem Stamm CS66 gereinigt. In dem
Stamm ist dasnalE-Gen, das fur das Maltosebindeprotein (MBP) kodiert, ausgeschaltet. Da-
durch wird eine Koreinigung von MBP und MalS vermieden. Die Uberexpressiomsts
fand von dem Plasmid pUMal03 statt. Die Reinigung besteht deshalb lediglich aus zwei
Schritten, einem kalten osmotischen Schock und einer anschlieBenden Anionenaus-
tauschchromatographie.

Eine ausgewachsene Vorkultur in LB-Medium wurde 1:100 in funf Liter Minimalmedium
(M9-Medium mit 0,2 % CA und 100ag/ml Ampicillin) Gberimpft und Gber Nacht bei 3T
inkubiert. Die Zellen wurden geerntet (10’, 4 000 x g, RT). Alle folgenden Schritte der Auf-
reinigung wurden bei Raumtemperatur ausgefiihrt. Das Zellpellet wurde in 250 ml
T-300-Puffer resuspendiert, abzentrifugiert (10’, 4 000 x g), in 250 ml T-30-Puffer resus-
pendiert und nach einem erneuten Abzentrifugieren schlief3lich in 125 ml T-Puffer aufge-
nommen. Der Zentrifugenbecher wurde auf einen Magnetriihrer gestellt und unter standigem
Ruhren wurde langsam 125 ml Saccharose-Lésung zugegeben, 10 Minuten gerihrt und ab-
zentrifugiert (20, 13 200 x g). Der Uberstand wurde abgegossen und die verbliebene Saccha-
rose sorgfaltig mit einem Zellstofftuch aus dem Zentrifugenbecher gewischt. Das Zellpellet
wurde nun mit dem Magnetrthrer Gber den Rand und Boden des Zentrifugenbechers verteilt.
Der Zentrifugenbecher wurde in ein Eiswasserbad gestellt, das sich auf einem Magnetrthrer
befand. Die Zellen wurden mit 400 ml eiskalter Schockldsung resuspendiert und 10 Minuten
kraftig geriihrt. Nach der Zentrifugation (3@3 200 x g, 4C) wurde der klare Uberstand
lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in 10 ml Puffer A geldst. Unlosliche Bestandteile wurden
durch eine Zentrifugation (20’, 27 000 x g°@) abgetrennt und der Uberstand gegen den
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Puffer A dialysiert. Das Dialysat wurde tber eine Mono Q HR 5/5-S&aule (Pharmacia) weiter
gereinigt. Als Auftrags- und Waschpuffer diente Puffer A und zur Elution Puffer B. Eine
Elution von MalS von der Saule erfolgte mit einem linearen Gradienten tGber 50 ml von
100/0 - 80/20 % Puffer A/Puffer B. Die Elution von MalS bei ca. 8 % Puffer B entspricht
80 mM NacCl.

Die Reinheit der eluierten Fraktionen wurde durch eine Coomassiefarbung eines 10 %-igen
SDS-Gels bestimmt. Die Fraktionen, die eine Reinheit von > 95 % aufwiesen, wurden vereint
und far die weiteren Experimente eingesetzt. Die Gesamtproteinmenge an gereinigtem MalS
betrug bei obigem Reinigungsansatz ungefahr 5 mg.

Das gereinigte Protein wurde im Kuhlschrank aufbewahrt. Ein Aktivitatsverlust konnte
auch nach monatelanger Lagerung nicht beobachtet werden.

LOosungen:
T-300 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 300 mM NaCl
T-30-Puffer 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 30 mM NaCl
T-Puffer 30 mM Tris/HCI, pH 7,5
Saccharose-L6sung 40 % (w/v) in 30 mM Tris/HCI, pH 7,5; 0,5 mM EDTA-Na
Schocklésung 0,5 mM Cagl
Puffer A 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
Puffer B 20 mM Tris/HCI, pH 7,5; 1 M NaCl

3.8.4.2 Reinigung vorAssMalS

Das cytoplasmatisch lokalisierte Prot&issMalS wurde aus dem Stamm DHB4pCS13 ge-
reinigt. Da bei starker Uberexpression das Protein unlosliche Aggregate bildet, ist eine Reini-
gung vonAssMalS nur unter denaturierenden Bedingungen moéglich. Mit einer ausgewachse-
nen LB-Vorkultur des Stammes wurde ein Liter LB-Medium 1:50 angeimpft und Gber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die Expression des ProtefkssMalS war durch eine Zugabe von IPTG
zu 1 mM induziert worden. Die Zellen wurden abzentrifugiert (10’, 4 000 X@),4n 60 ml
Lysispuffer resuspendiert, durch die French Press (1 500 pS), Zweimal aufgeschlossen,
anschlieRend abzentrifugiert (30’, 27 000 x §C4 und der Uberstand verworfen. Alle weite-
ren Reinigungsschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Das Pellet wurde in 6 ml
Puffer B resuspendiert. Nach erneutem abzentrifugieren (20’, 27 000 x g, RT) wurde der
Uberstand abgenommen und auf eine mit 5 ml Ni-NTA Superflow gefiillte Saule geladen
(FluBrate: 1,5 ml/min). Das S&aulenmaterial war zuvor mit Puffer B aquilibriert worden. Das
Waschen erfolgte mit 200 ml Puffer C (FluRBrate: 3 ml/min) bis kein ungebundenes Protein
mehr nachgewiesen werden konnte. Die Elution des Proteins erfolgte mit Puffer E (FluRrate:
3 ml/min). Die Reinheit der Fraktionen wurde durch ein 10 %-iges SDS-Gel uberprift und
betrug in allen Fraktionen > 95 %. Aus einem Liter Ausgangskultur konnten ungefahr 18 mg
AssMalS gewonnen werden.

Die Lagerung des Proteins erfolgte im Kuhlschrank. Auch nach mehrmonatiger Lagerung
war das Protein stabil, jedoch war eine Ruckfaltung nach diesem Zeitraum sehr ineffizient.
Fur die Ruckfaltungsstudien wurde das Protein immer frisch gereinigt.
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Losungen:
Lysispuffer 50 mMNaHPQy, pH 8,0; 300 mM NacCl; 10 mM Imidazol
Puffer B 100 mM NaHPQy; 10 mM Tris, pH 8,0; 8 M Harnstoff
Puffer C 100 mM NahPOy; 10 mM Tris, pH 6,3; 8 M Harnstoff
Puffer E 100 mM NaHPOy; 10 mM Tris, pH 4,5; 8 M Harnstoff

Vor der Herstellung der Puffer B, C und E wurde der Harnstoff gereinigt. Hierzu wurde
Harnstoff fur eine 8 M Lésung in Wasser eingewogen, das Volumen jedoch noch nicht voll-
standig eingestellt. Die Reinigung erfolgte durch die Zugabe des Mischbettionenaustauschers
SerdolitMB (SERVA) unter standigem rihren fur mindestens zwei Stunden. Das Serdo-
lit MB wurde dann durch eine Papierfiltration abgetrennt. In die gereinigte Harnstofflosung
sind die entsprechenden Salze eingewogen und auf den gewtinschten pH-WeR@it H
oder NaOH eingestellt worden. Die Puffer missen kurz vor ihrem Gebrauch angesetzt wer-
den, da sich die pH-Werte durch den Harnstoff bei der Lagerung verandern.

3.8.4.3 Reinigung der Proteine DegP, DegPR;0a DegP\ppz1, DegP\ppzound PDZ4 4>

Die Proteine DegP, DegR10a DegR:196k: DEJRAPDZ1, DEJPAPDZz2 UNdPDZ; > wurden
aus dem Stamm CLC198, der das entsprechende Plasmid pCS20, pCS21, pCS24, plwW7,
pIW5 bzw. pIC1 enthélt, gereinigt. Da der Stamm CLC198 kein funktionelles chromosomales
degPtragt, ist auszuschlief3en, dald sich aufgrund des oligomeren Zustands von DegP und
seinen Derivaten "gemischte Oligomere" bilden.

Die Aufzuchtbedingungen des jeweiligen Stammes und die Reinigungsschritte sind fir alle
Proteine identisch. 400 ml LB-Medium (20@/ml Ampicillin) wurden mit dem jeweiligen
Stamm von einer Platte angeimpft. Nach ungefahr finf Stunden Wachstum°ein28de
die Proteinexpression durch eine Zugabe von IPTGQuMEndkonzentration) induziert. Das
weitere Wachstum erfolgte Uber Nacht bei°28 Die Zellen wurden durch eine Zentrifugati-
on (10, 4 000 x g, 4C) geerntet und in 25 ml Lysispuffer resuspendiert. Der Aufschlul® der
Zellen erfolgte durch zwei Durchgange in der French Press (1 500 {§3), Mlach dem
zweimaligem Abzentrifugieren der Zelltrimmer (20’, 13 000 x eC¥#wurde der Uberstand
auf eine Saule mit 3 ml Ni-NTA Superflow (Qiagen) geladen (FluRrate: 1,5 ml/min). Die
Ni-NTA-S&ule war zuvor mit Lysispuffer aquilibriert worden. Nichtbindende Proteine wur-
den mit 150 ml Waschpuffer eliminiert (Flu3rate: 3 ml/min). Das gebundene Protein wurde
mit Elutionspuffer abgelost (FluRBrate: 3 ml/min). Die Proteine DegP, BgegfA und
DegR:=196k eluierten bei einer Imidazolkonzentration von 100 mM, die Degfvate
DegPy\ppz1 0der DegRppzo bei einer Imidazolkonzentration von 50 mM und das Protein
PDZ, ., erst bei einer Imidazolkonzentration von 150 mM. Die Reinheit des eluierten Pro-
teins ist durch ein SDS-Gel mit Coomassiefarbung ermittelt worden. In den Hauptfraktionen
konnte eine Reinheit von > 95 % dokumentiert werden. Aus 400 ml Anfangskultur konnten
bis zu 70 mg Protein gewonnen werden.
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Die Lagerung der gereinigten Proteine erfolgte, aliquotiert, nach der Zugabe von Glycerin
zu einer Endkonzentration von 20 % (v/v), bei @0 Dabei konnte auch nach monatelanger
Lagerung kein Aktivitatsverlust festgestellt werden.

Zur Verwendung wurde ein Aliquot bei Raumtemperatur aufgetaut und extensiv®ei 4
gegen T-Puffer dialysiert.

Losungen:

Lysispuffer 50 mM NaHPQy, pH 8,0; 300 mM NaCl; 10 mM Imidazol
Waschpuffer 50 mM NabPOy, pH 8,0; 300 mM NacCl; 20 mM Imidazol
Elutionspuffer 50 mM NabPQy, pH 8,0; 300 mM NacCl; 50, 100, 150 mM Imidazol
T-Puffer 100 mM Tris/HCI, pH 8,0

3.8.4.4 Reinigung von Degkbpz1 2

Das Protein Degkppz; JieR sich nicht Gber seinen His-Tag aufreinigen. Zur Reinigung
des Proteins wurde ein Liter LB-Medium (2@§/ml Ampicillin) mit dem Stamm
CLC198pIW4 von einer Platte angeimpft. Die Kultur wurde tGber Tag béC2@&kubiert.

Die Induktion erfolgte abends durch eine Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von
1 uM. Am Morgen wurden die Zellen geerntet (5’, 4 000 x g, RT) und durch einen kalten
osmotischen Schock (siehe Kapitel 3.8.4.1) lysiert. Anstelle von 0,5 mM, @a@ie jedoch

0,5 mM MgCh verwendet. Nach dem Entfernen der Zellen (20’, 23X0004°C) wurde das

Protein aus dem Uberstand mit 95 % Ammoniumsulfat gefallt (Cooper, 1980) und abzentrifu-
giert (207, 27 000 x g, 4C). Das Pellet wurde in 10 ml Puffer A gel6ést, mehrmals gegen die-
sen Puffer dialysiert und auf eine Q-Sepharose Saule (Saulenvolumen: 2 ml) geladen. Das
Protein wurde mit einem linearen Gradienten von 100/0 bis 70/30 % Puffer A/Puffer B elu-
iert. Die Elution von Degkbpz; 2 erfolgte bei 10 % Puffer B. Die Reinheit des eluierten
Proteins wurde tber ein SDS-Gel mit einer Coomassiefarbung bestimmt und betrug > 80 %.

Zur Lagerung wurde das Protein mit Glycerin zu einer Endkonzentration von 20 % versetzt
und bei -70°C gelagert.

LOsungen:

Puffer A 20 mM Tris/HCI, pH 8,2
Puffer B 20 mM Tris/HCI, pH 8,2; 1 M NaCl

3.8.5 Bestimmung des Oligomerisierungsgrades von DegP und DegP-Derivaten
mittels Gelfiltration

Die multimere Organisation von DegP und den DegP-Derivaten wurde durch eine Gelfil-
tration bestimmt. Hierfir ist eine Superdex200 HR 10/30 S&ule (Pharmacia) eingesetzt wor-
den, die mit Laufpuffer aquilibriert war. Die Flul3rate betrug 0,5 ml/min und das Auftrags-
volumen der Proben 250. Die Durchfiihrung der Gelfiltration erfolgte bei Raumtemperatur.
Zur Eichung der Saule dienten die in Tabelle 3-7 angegebenen Proteingemische.
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Tab. 3-7. Eichproteine fir die Gelfiltration.

Konzentration Molekulargewicht
Proteingemisch  Protein (in mg/ml) (in Da)

1 Thyroglobulin 2,0 669 000
Katalase 50 232 000
Albumin 7,0 67 000
ChymotrypsinogenA 3,0 25 000

2 Ferritin 0,5 444 000
Aldolase 2,0 158 000
Ovalbumin 7,0 43 000
RibonukleaseA 10,0 13 700

Die Eichproteine (Pharmacia) wurden in der in Tabelle 3-7 angegebenen Konzentration im
Laufpuffer geldst. Das Ausschlu3volumen der Saule ist durch Blue Dextran (1 mg/ml in
Laufpuffer) bestimmt worden. DegP und seine Derivate wurden in Konzentrationen zwischen
0,8 und 3 mg/ml eingesetzt.

LOosungen:
Laufpuffer 20 mM Tris/HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl

3.8.6 Bestimmung der Konzentration von Proteinlésungen durch UV-Absorption

Die aromatischen Seitenketten von Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin sowie Disulfide
absorbieren ultraviolettes Licht im Bereich vdr= 230 - 300 nm. Disulfide zeigen nur eine
schwache Absorption bai= 280 nm. Die Extinktionskoeffizienten von Tryptophan und Ty-
rosin sind um etwa eine Grolenordnung héher als der von Phenylalanin. Daraus ergibt sich,
dafR ein typisches Proteinspektrum vor allem durch den Anteil von Tryptophanen und Tyrosi-
nen bestimmt wird.

Zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten wurde das Verfahren von Gill und von Hip-
pel (Gill und von Hippel, 1989) verwendet. Dabei berechnet man den molaren Extinktions-
koeffizienten fir das in Guanidiniumhydrochlorid denaturierte Protein mit der Gleichung (9)
und die Proteinkonzentration mit der Formel (10).

€GdmcI= ax E7rp + bx E1yr + Cx Ecystine 9

a: Anzahl der Tryptophane
b: Anzahl der Tyrosine
c: Anzahl der Cystine
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OD._.,, x Mw
Proteinkonzentration =——20_— " LN9H] (10)
EGdmel Uml U

OD,gy Absorption der Proteinldsung bei= 280 nm
Mw:  Molekulargewicht des Proteins (in Da)
€admct Molarer Extinktionskoeffizient des Proteins nach Formel (9)

Es wurden die von Gill und von Hippel (Gill und von Hippel, 1989) experimentell be-
stimmten molaren Extinktionskoeffizienternverwendet. Sie sind in der Tabelle 3-8 aufgeli-
stet.

Tab. 3-8. Extinktionskoeffizenten der Aminosauren Tryptophan, Tyrosin und von Cystin.

€ogoM-1cmrl)

ETyr 1280
€Cystin 120

Der so fir denaturierte Proteine errechnete Extinktionskoeffizient ergibt auch eine gute
Naherung fur das native Protein, da die Unterschiede der Extinktionskoeffizienten in der Re-
gel klein sind (Schmid, 1989). In der Tabelle 3-9 sind die Extinktionskoeffizienten der in die-
ser Arbeit verwendeten Proteine zusammengefalit.

Tab. 3-9. Extinktionskoeffizienten der verwendeten Proteine.

Protein Extinktionskoeffizient (Mcnrl)
MalS 174 730

AssMalS 175 530
DegP/DegRy104/DegR:196K 6 400
DegFappzi/Deghrppz2 5120

PDZ;4» 2 560

Citrat Synthase 75 530
B-Galaktosidase 261 590

3.8.7 Denaturierung und Ruckfaltung der ProteineAssMalS, Citrat Synthase
und B-Galaktosidase

3.8.7.1 AssMalS

Nach seiner Reinigung liegt dieses Protein in 8 M Harnstoff vor. Eine Faltung wurde durch
eine 1:25 Verdunnung in T-Puffer herbeigefuhrt. Um eine Ausbildung von den Disulfidbrik-
ken zu erleichtern, wurde das Oxidationsmittel Glutathion in einer Endkonzentration von
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2,5:0,5 mM (Glutathiopq,ziedGlutathionigierp Zugegeben. Bei der Verwendung der Disul-
fid-Oxidoreduktase DsbA (Roche Molecular Biochemicals) wurde die oxidierte Form des
Faltungskatalysators eingesetzt.

LOsungen:
T-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,7

3.8.7.2 Citrat Synthase

Préparation:
Die Citrat Synthase aus Schweineherz lag mit 10 mg/ml in einer Ammoniumsulfatldsung

vor. Diese Losung wurde Uber Nacht béCGlgegen TE-Puffer dialysiert. Das Dialysat wurde
mittels Centricon-30 Mikrokonzentratoren (Amicon) auf ca. 11 mg/ml aufkonzentriert und
abzentrifugiert (307, 27 000 x g,°€), um Préazipitate zu entfernen. Die exakte Konzentrati-
onsbestimmung des Proteins erfolgte photometrisch. Die Proteinlésung wurde aliquotiert und
bei -20°C gelagert.

Fur die Ruckfaltungsexperimente wurde ein Aliquot aufgetaut und mit dem TE-Puffer zu
einer Konzentration von 0,38M Protein verdunnt. Nicht verbrauchtes Material konnte im
Kihlschrank fir mehrere Tage ohne Aktivitatsverlust gelagert werden.

Denaturierung:

Eine Denaturierung der Citrat Synthase erfolgte chemisch durch die Zugabe von Guanidi-
niumhydrochlorid auf 6 M und Dithioerythritol (DTE) auf 20 mM zu @ Citrat Synthase
im Renaturierungspuffer. Die Denaturierung erfolgte fur zwei Stunden bei Raumtemperatur.

Ruckfaltung:
Zur Ruckfaltung der chemisch denaturierten Citrat Synthase wurde das Enzym 1:100 in

Renaturierungspuffer verdinnt. Die Renaturierung erfolgte bei einer Temperatur ¥06n 28
unter standigem Ruhren. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten ist zur Bestimmung der enzymati-
schen Aktivitat ein Aliquot von Hl entnommen worden.

Zur Analyse einer moglichen Funktion der Proteine DegP und ggRals Faltungshel-
fer, lagen diese Proteine im Renaturierungspuffer in &quimolaren Konzentrationen (bezogen
auf ein Dodecamer von DegP bzw. Degys) zum Dimer Citrat Synthase vor. Als Refe-
renzprotein fur DegP bzw. Degp;oaWurde Lysozym im gleichen molaren Verhaltnis ein-
gesetzt. Da die zugegebenen Proteine ebenfalls im Renaturierungspuffer vorlagen, ist ein Ein-
flud durch Verdnderung der Pufferverhaltnisse auszuschliel3en.

LOosungen:

TE-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 2 mM EDTA-MNa
Renaturierungspuffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
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3.8.7.3 B-Galaktosidase

Praparation:
Das Enzym3-Galaktosidase (1 mg Lyophilisat) wurde mit 1 ml bidestilliertem Wasser re-

konstituiert und gegen einen Liter Z-Puffer (siehe Kapitel 3.8.3.2) b€i dialysiert. Das
Dialysat wurde zur Abtrennung von Prazipitaten zentrifugiert (30’, 27 000 X@).4Die
Proteinkonzentration des Uberstands wurde photometrisch tberprift und betrug 1 mg/ml
(8,6 UM bezogen auf das Monomer).

Denaturierung:

Die Denaturierung def-Galaktosidase erfolgte durch Guanidiniumhydrochlorid. Hierzu
wurden derf3-Galaktosidase Losung Guanidiniumhydrochlorid und Dithiothreitol zu einer
Endkonzentration von 6 M bzw. 20 mM zugegeben und zwei Stunden bei Raumtemperatur
denaturiert. Daran schlof3 sich direkt das Renaturierungsexperiment an.

Ruckfaltung:
Die Ruckfaltung der so denaturiertBrGalaktosidase wurde ermdglicht durch eine 1:100

Verdunnung in R-Puffer, der auf die jeweilige Temperatur vorgewarmt war.

Das Protein Degé»10awurde in dquimolaren Konzentrationen (bezogen auf ein Dodeca-
mer von DegRy10a), Zum Monome-Galaktosidase eingesetzt. Das Referenzprotein Lyso-
zym wurde in einem zweifachen molaren UberschuR3 (bezogen auf die jeweiligen Monomere)
eingesetzt. Da die Proteine DegRga und Lysozym (beide in 50 mM Tris/HCI, pH 7,5) in
einem Volumen zugegeben wurden, das weniger als drei Prozent des Endvolumens betrug, ist
ein Einflu3 durch eine Pufferveranderung auszuschliel3en.

R-Puffer:
NayHPOy 60 mM
NaH2PO4 40 mM
KCI 10 mM
MgSOy 1 mM
DTT 10 mM

3.8.8 Pulse-Chase-Experimente zur radioaktiven Markierung von zellularen Pro-
teinen und Immunprazipitation

Die Zellen wurden 1:100 aus einer LB-Vorkultur angeimpft und Uber Nacht in
M9-Medium (supplementiert mit 0,2 % Glycerin, 18 Aminosauren (ohne Methionin und Cy-
stein), 0,01 % Thiamin) bei 2& bzw. 37°C angezogen. Die ausgewachsene Kultur wurde
1:20 in frisches Medium tberimpft und bis zu einerga§von 0,3 - 0,4 kultiviert. In ein vor-
gewarmtes Kulturréhrchen wurden 3 ml der Kultur pipettiert. Der Rest der Kultur verblieb
zur spateren Bestimmung der ©f auf Eis. Vor der Zugabe vo#PS-Methionin (Pulse)
wurde die Kultur fur funf Minuten intensiv geschittelt. Nach der Zugabe vomC20
355-Methionin (Amersham, Braunschweig) pro ml Zellen (BCiner 2uCi/ul Stamm-
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l6sung) wurde die Kultur 45 Sekunden stark geschittelt. Ein Aliquot von 0,8 ml wurde ent-
nommen (0-Minuten-Probe) und in ein auf Eis vorgekihltes Eppendorfgefal? mit einer Vorla-
ge von 10Qul 1 M lodacetamid pipettiert. Das lodacetamid verhindert eine Ausbildung von
Disulfidbriicken durch eine Oxidation an der Luft. Die Proben wurden auf Eis belassen, bis
alle weiteren abgenommen waren. Zu den verbleibenden 2,2 ml der Kultur wurdgh 200
0,4 M unmarkiertes Methionin zugemischt (Chase). Nach 5 und 15 Minuten wurde je 1 ml
entnommen und wie die 0-Minuten-Probe behandelt.

Die Zellen wurden abzentrifugiert (1’, 17 000 x g, RT) und inuB8DS-Puffer resuspen-
diert. Die Ansatze wurden fur drei Minuten bei 5 erhitzt; anschlieBend mit 970
HS-Puffer versetzt. Durch die Zugabe von HS-Puffer wird die SDS-Konzentration in der Pio-
be soweit verdinnt, daf3 die Antikbrper der nachfolgenden Immunprazipitation binden koén-
nen.

Um eine unspezifische Bindung von Proteinen an die Protein A-Sepharose (Pharmacia) bei
der Immunprazipitation auszuschlieRen, wurde eine Pra-Adsorption durchgefihrt. Hierfar
wurden 20ul gequollene Protein A-Sepharose zu den Proben pipettiert und fur 30 Minuten
auf Eis inkubiert, wobei mehrmals gemischt wurde. Durch eine Zentrifugation (1’, 1 500 x g,
RT) wurde die Sepharose pelletiert und 9f0Uberstand in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal3 Gberfihrt. Nach der Zugabe vph @-MalS-Antiserum ist Uber Nacht auf
Eis inkubiert worden.

Die Immunprazipitation erfolgte mit 2l gequollenen Protein A-Sepharose-Perlen fir
30 Minuten auf Eis, wobei mehrmals gemischt wurde. Die Protein A-Sepharose-Perlen sind
abzentrifugiert (1’, 1 500 x g, RT) und der Uberstand vorsichtig abgesaugt worden. Hierbei
laRt man immer eine kleine Menge des Uberstands zuriick, da das Pellet sehr instabil ist. Das
Pellet wurde mit jeweils 7501 HS-Puffer, Li-Puffer und T-Puffer gewaschen und schlief3lich
fur die Gelelektrophorese in 30 SDS-Probenpuffer mit 20 mM lodacetamid aufgenommen.
Vor der Elektrophorese sind die Proben fur funf Minuten auli®Brhitzt und abzentrifugiert
(57, >10 000 x g, RT) worden, um die Antigen-Antikdrper-Komplexe von den Gelperlen ab-
zulosen. Der Uberstand wurde abgenommen, und je nach der optischer Dichte der eingesetz-
ten Zellsuspension sind 10 - 20 auf ein 10 %-iges SDS-Gel aufgetragen worden. Nach der
Auftrennung der Proteine wurde das Gel auf ein Filterpapier (Zuschnitte #2208; Schleicher &
Schill) gelegt und im Vakuumheif3trockner bei°@sfur eine Stunde getrocknet. Das ge-
trocknete Gel wurde in eine Autoradiographiekassette eingelegt und mit Medical X-Ray Fil-
men (Fuji, Tokio, Japan) exponiert.

Quellen der Protein Sepharose:

Eine Spatelspitze (ein Gelvolumen von ca. i0i3t ausreichend fur 10 Proben) wurde mit
1 ml HS-Puffer auf Eis fur 10 Minuten gequollen, dann dreimal mit 1 ml HS-Puffer bei
Raumtemperatur gewaschen (max. 1 500 x g) und schlie3lich im gleichen Volumen
HS-Puffer resuspendiert.
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Losungen:
SDS-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA-MN&al % SDS
HS-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 1 M NaCl; 1 mM EDTA-pa
1 % Triton X-100
Li-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 7,5; 0,5 M LIiCl; 0,1 % SDS
T-Puffer 50 mM Tris/HCI, pH 7,5

3.9. Elektronenmikroskopie von gereinigten Proteinen

Fir elektronenmikroskopische Strukturuntersuchungen wurden frisch gereinigte und nicht
eingefrorene Proteinlésungen verwendet, um eine optimale Strukturinformation zu erhalten.

3.9.1 MalS

Nach der Reinigung wurde das Protein gegen 20 mM Triethanolamin, pH 7,5 dialysiert
und im selben Puffer auf Konzentrationen zwischen 12,5 undys0l verdinnt. Zur Entfer-
nung maoglicher Aggregate wurde die Proteinlésungen kurz vor dem Gebrauch abzentrifugiert
(107, 17 000 x g, RT). Die Objekte wurden direkt nach ihrer Herstellung mit einem EM10 C2
(Zeiss, Oberkochen) bei 80 kV und einer standardisierten Primarvergrof3erung von 36 000 x
untersucht.

1. Negativkontrastierung

Zur Negativkontrastierung wurde MalS ausB@roteinlosung an hydrophilisierte Kohle-
filme auf 300 mesh Kupfernetzchen adsorbiert (60”), mituBGlutaraldeyd fixiert (30”)
und kurz mit bidestilliertem Wasser gespult (10”). Abschlieend wurde das Praparat mit
Uranylacetat oder Phosphorwolframsaure kontrastiend Barbelésung wurden auf das Préa-
parat gegeben und dann langsam mit Filterpapier bis auf einen diinnen Flussigkeitsfilm abge-
saugt. Direkt nach dem Eintrocknen dieses Filmes wurden die Praparate mikroskopiert. Redu-
ziertes MalS wurde durch eine funfminutige Prainkubation mpRATT vor der Adsorpti-
on an den Kohlefilm hergestellt.

2. Pt/GSchragbedampfung von MalS

Fur die Rotationsbedampfung von MalS wurderullBlalS mit 12l Glycerin (ultra pure,
BRL, Gaithersburg, MD, USA) gemischt. Das gesamte Probenvolumen wurde aus einer
200ul Pipettenspitze in einem Stickstoffstrom, der mit 2,5 bar Vordruck durch eine 0,8 mm
Kanule erzeugt wurde, auf ein in einer Entfernung von 35 cm positioniertes, frisch gespalte-
nes Glimmerplattchen verspriht (Tyler und Brandon, 1980). Dieses Praparat wurde in einem
Rotationsbedampfer (Balzers S.p.A; Milano, Italien) bei einem Vakuum vénitéar unter
einem Winkel von % mit Platin/Kohle (95/5) bedampft. Die Dicke der Metallschicht wurde
durch einen Quarzkristall-Monitor kontrolliert. Der Metallfilm wurde durch eine Kegelbe-
dampfung mit einer zusatzlichen Kohleschicht verstarkt. Die Filme sind auf bidestilliertes
Wasser abgeschwemmt und auf 300 mesh Kupfernetzchen montiert worden.
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3.9.2 Negativkontrastierung von DegB210A

Von DegRy10aWurden nur negativkontrastierte Praparate hergestellt. Das nach den An-
gaben in Kapitel 3.8.4.3 gereinigte Protein wurde Uber eine Gelfiltration (Kapitel 3.8.5) zu-
satzlich gereinigt. Aus 3l Proteinldsung (30 - 10Qg/ml) wurde DegR»10a an die hydro-
philisierten Kohlefilme adsorbiert (60”). Uberschiissiges Protein ist mit bidestilliertem Was-
ser abgewaschen und anschlieend mit Uranylacetat (Kapitel 3.9.1) kontrastiert worden. Die
Praparate wurden mit einem Philips EM 420 bei 60 kV und einer standardisierten Primarver-
grofRerung von 48 000 x untersucht.

Losungen:
PBS 8 mM NaHPOQy; 1,47 mM KH,POy, pH 7,2;
137 mM NacCl; 5,4 mM KCI
Glutaraldehyd 0,1 % (v/v) Glutaraldehyd in PBS
Uranylacetat 2 % (w/v) Uranylacetat, pH 4,5 ipOggest.
Phosphorwolframsaure 1 % (w/v) Phosphorwolframséaure, pH 7,305 ddst.

3.10 Computeranalysen und Homologieuntersuchungen von DNA- und
Aminosauresequenzen und Bildverarbeitung mit Hilfe von Computer-
programmen

Die DNA-Sequenzen wurden mit Hilfe des Computerprogrammes Skikler v1.2’
verwaltet.

Die Aminosaure-Sequenzhomologie von MalS und der apikalen Domé&ne von GroEL wur-
de mit dem Programm ‘CLUSTAL W v6.1’ erstellt. Fir die Aminosaure-Sequenzvergleiche
ist das Programm ‘BLASTP v2.0.4’ verwendet worden. Die Sekundarstrukturvorhersagen der
Proteine erfolgte mit Hilfe des Programms ‘PHD’ (Rost und Sander, 1994) (Rost et al., 1994).

Die Bearbeitung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen von MalS erfolgte mit dem
Bildverarbeitungsprogramm ‘Adobe Photoshop v4.0'.

Zur Quantifizierung von Proteinbanden auf den Coomassie gefarbten SDS-Gelen, auf den
Western-Transfers und bei den Autoradiographien diente das Programm ‘NIH Image
v1.59b9’. Diese Methode ist mit Fehlern behaftet, da eine strenge Kontrolle der linearen In-
tensitatsbeziehungen nicht aufgestellt werden konnte.
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4, ERGEBNISSE

4.1 Reinigung und biochemische Charakterisierung von MalS

4.1.1 Reinigung von MalS

Fur die Reinigung der periplasmatischen Amylase MalS wurde zunachst der Stamm CS66
konstruiert. In diesem Stamm ist das chromosomale Gen fur das Maltosebindeprotein (MBP)
deletiert. Dadurch wird eine Koreinigung des MBP mit MalS unterbunden. Das MBP besitzt
einen identischen isoelektrischen Punkt wie MalS und weist dadurch das gleiche Elutionsver-
halten auf einem lonenaustauscher auf.

Die Uberexpression vomalSerfolgte von dem Plasmid pUMa103 (Abbildung 4fh}IS
ist auf diesem Plasmid unter Kontrolle seines eigenen Promotors. Eine Induktion des Promo-
tors war nicht notwendig, da der Stamm CS66 den Aktivator des Maltoseoperons MalT kon-
stitutiv exprimiert. Um Bedingungen fiir eine optimale Uberexpression zu finden, wurden drei
verschiedene Anzuchtmedien getestet. Bei einem Wachstum in dem Minimalmedium 9, das
mit Casaminosauren supplementiert war, konnte eine tber dreifach hohere Expression als in
LB- oder SOP-Medium festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Deshalb wurde fiir die Rei-
nigungsexperimente dieses Medium verwendet.

94 kD

MalS —» 67 kD

43 kD

30kD

Abb. 4-1. Reinigung von MalS.

Fur die Abbildung 4-1 wurden je 10 pg Protein aus den einzelnen Reinigungsschritten mittels einer reduzierenden
10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieRend mit Coomassie Blau angefarbt. Die Position von MalS ist
durch einen Pfeil gekennzeichnet.

1. Ganzzellextrakt von CS66; 2. Ganzzellextrakt von CS66pUMal03; 3. Fraktion des kalten osmotischen
Schocks; 4. zusammengefalite MalS-Fraktionen nach der Anionenaustauscher-Chromatographie (MonoQ); 5.
Molekulargewichtsstandard.

Die fur die Reinigung angezogenen Zellen wurden zunachst einem kalten osmotischen
Schock unterzogen. Hierdurch erhélt man eine Fraktion, die nur aus den l6slichen periplas-



4. Ergebnisse 55

matischen Proteinen besteht. Aus dieser Losung wurde MalS durch ein Lyophilisieren und
eine anschlieBende Anionenaustauscher-Chromatographie (MonoQ) gereinigt (Ka-
pitel 3.8.4.1). Von den einzelnen Reinigungsschritten wurden Proben entnommen und auf
einem Polyacrylamid-Gel analysiert. Die einzelnen Schritte und der Erfolg der Reinigung
gehen aus der Abbildung 4-1 hervor. Nach der MonoQ-Saule lag MalS zu > 95 % rein vor, da
keine weiteren Proteinbanden auf einem mit Coomassie gefarbten SDS-Gel nachgewiesen
werden konnten. Die Reinigung wurde durch einen Western-TransferkhatlS-Antiserum
verifiziert (Daten nicht gezeigt).

4.1.2 Biochemische Charakterisierung von MalS

Die Substratspezifitat der enzymatischen Aktivitat von MalS ist bereits charakterisiert
(Freundlieb und Boos, 1986). Der Einflul3 von biochemischen Faktoren auf die enzymatische
Aktivitat und Proteinstabilitéat von gereinigtem MalS wurde untersucht. Die genaue Kenntnis
war wichtig fur die nachfolgenden Untersuchungen der Faltung von ikai$o undin vitro.

4.1.2.1 Die enzymatische Aktivitdt von MalS ist abhangig von bivalenten Kationen

Die Abhangigkeit anderer Amylasen von%ast bekannt (Boel et al., 1990; Buisson et
al., 1987; MacGregor und Svensson, 1989). Um eine Abhangigkeit der enzymatischen Akti-
vitat von MalS von bivalenten Kationen zu untersuchen, wurden durch die Zugabe des Che-
lators EDTA in unterschiedlichen Konzentrationen schrittweise zweiwertige Kationen ent-
fernt. AnschlieBend war die MalS-Aktivitat bestimmt worden. Es ergab sich, dal3 die
MalS-Aktivitat durch den Entzug von zweiwertigen Kationen nahezu vollstandig gehemmt
werden kann (Tabelle 4-1).

Tab. 4-1. Abhangigkeit der MalS-Aktivitat von bivalenten Kationen.

Durch die Zugabe von EDTA in unterschiedlichen Konzentrationen wurden gebundene zweiwertige Kationen
entfernt. Die MalS-Konzentration betrug 39 nM. Die Inkubation mit EDTA erfolgte finf Minuten vor der Bestim-
mung der enzymatischen Aktivitat durch die Zugabe des Substrats PG-6. Eine Aktivitat von 100 % entspricht
einem Substratumsatz von 403 nmol hydrolysiertem PG-6 pro min und mg Protein. Die Aktivitdtsbestimmung
erfolgte als Doppelbestimmung in 50 mM Tris/HCI pH 7,5. Die Abweichung der MeRRwerte lag unter 2 %.

EDTA-Konzentration (in mM) % der maximalen Aktivitat
0 100
103 97
102 89
101 8
1 4
10 2

4.1.2.2 MalS hat das Kation C&* gebunden

Um das flr die Stabilitdt und die Aktivitat notwendige Kation zu identifizieren, wurde mit
EDTA behandeltes MalS mit verschiedenen zweiwertigen Kationen rtcktitriert. Mit steigen-
der Kationenkonzentration nahm die Aktivitat zu und erreichte ein Maximum. Die Aktivi-
tatswerte fir dieses Maximum sind in der Tabelle 4-2 aufgefiihrt. Nur duf¢rk@ante die
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urspriingliche Aktivitat zu 100 % zuriickgewonnen werde®*Zmar ohne EinfluR auf die
Reaktivierung. Mit Mg* bzw. Mr?* konnte nur eine unvollstandige Reaktivierung (77 bzw.
74 %) festgestellt werden. Eine Steigerung der urspriinglichen Aktivitat (130 %) trat4hit Ba
auf. Die Ergebnisse der Rucktitrationen sind in der Tabelle 4-2 dargestellt.

Tab. 4-2. Rucktitration von EDTA-behandeltem MalS mit verschiedenen zweiwertigen Kationen.

MalS (15 nM) wurde durch funfminitige Inkubation mit 1 mM EDTA das gebundene zweiwertige Kation entzogen.
Die Reaktivierung von MalS wurde durch die Zugabe von Chloridldsungen der entsprechenden Salze zu einer
Konzentration von 10 mM durchgefuhrt. Nach einer Inkubation fur funf Minuten wurde die Bestimmung der
MalS-Aktivitat in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0 bei Raumtemperatur als Doppelbestimmung durchgefuhrt. Die
MalS-Aktivitat vor der EDTA-Inkubation betrug 403 nmol hydrolysiertem PG-6 pro min und mg Protein.

MalS-Aktivitat

Kation (in nmol/(min mQ))
- 14
cat 400
BaZ* 520
Mg?2+ 309
Mn2+ 296
Zn2+ 5

4.1.2.3 MalS hat ein pH-Optimum im alkalischen Bereich

Der EinfluR des pHWertesauf die enzymatische Aktivitat von MalS wurde zwischen
pH 5,0 und pH 9,5 untersucht (Abbildung 4-2).

500

400

300

200

MalS-Aktivitat
(nmol/(min  mgq))

100
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6 7 8 9 10
pH-Wert

N
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Abb. 4-2. EinfluR des pHWertes auf die Aktivitat von MalS.

Die Aktivitat von MalS (1,16 pg/ml) wurde von pH 6,0 bis pH 9,5 in 50 mM Tris/HCI und von pH 5,0 bis pH 8,0 in
50 mM BisTris/HCI bestimmt. Vor der Bestimmung der Absorption bei A = 405 nm wurde der pH-Wert durch eine
Zugabe von Na,COg zu einer Endkonzentration von 750 mM ins Alkalische tberfihrt. Als Substrat fur die en-
zymatische Reaktion bei Raumtemperatur wurde PG-6 verwendet. Die MelRpunkte resultieren aus dem Mittel
zweier unabhéangiger Bestimmungen, deren Abweichung weniger als 5 % betrug.
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Die Farbung, die durch die Abspaltung der Nitrophenyl-Gruppe von dem Substrat PG-6
auftritt, ist unterhalb von pH 8,0 von der Konzentration der Hydrogenionen abhangig
(Lorentz, 1983). Deshalb wurde zur Messung der Absorption der pH-Wert durch Zugabe von
Nay,CO3 ins Alkalische uberflihrt. MalS zeigt nur eine geringe enzymatische Aktivitat im
sauren pH-Bereich, jedoch ein breites Aktivitatsoptimum bei alkalischen pH-Werten.

4.1.2.4 Mit steigender Osmolaritat nimmt die Aktivitat von MalS ab

Das Periplasma steht in einem stadndigem Austausch mit dem umgebenden Medium. Insbe-
sondere Salze kdnnen die Aktivitat und Stabilitdt von periplasmatischen Proteinen beeinflus-
sen. Ist die MalS-Aktivitat abhangig von der Osmolaritat des umgebenden Mediums? Dazu
wurde die MalS-Aktivitdt unter Zugabe von verschiedenen Konzentrationen von NaCl zum
Reaktionspuffer bestimmt. Die Aktivitaten sind in Abbildung 4-3 gezeigt. Mit zunehmender
Osmolaritat nahm die Amylaseaktivitdt ab. Unter den hochosmolaren Bedingungen
(1 M NaCl) war die enzymatische Aktivitat auf unter die Halfte des Wertes der niederosmo-
larsten Bedingung gefallen.

MalS-Aktivitat
(nmol/(min mg))

=
o
o
T
|

0 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 1 I 1

0 200 400 600 800 1000
NaCl (mM)

Abb. 4-3. EinfluR der Osmolaritat auf die MalS-Aktivitat.

Die Aktivitat von MalS (1,16 pg/ml) wurde in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 5 mM CaCl, in Gegenwart unterschiedlicher
NaCl-Konzentrationen bestimmt. Vor dem Start der enzymatischen Reaktion fand eine Inkubation des Enzyms
unter der entsprechenden Osmolaritat fur finf Minuten statt. Die Aktivitatsbestimmung erfolgte mit dem Substrat
PG-6 bei Raumtemperatur.

4.1.2.5 DieK)y; von MalS betragt 49uM und die V54 0,36pumol/min

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter von MalS wurde die Amylaseaktivitat bei un-
terschiedlichen Konzentrationen des Substrats PG-6 untersucht. Es wurden Substratkonzen-
trationen von 0,5 bis 500M eingesetzt (Abbildung 4-4 (A)). Die Substrataffinitqj,j und
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die maximale Reaktionsgeschwindigkert,g,) wurden aus der reziproken Auftragung nach
Lineweaver und Burk ermittelt (Abbildung 4-4 (B)). Mg, fur MalS betrug 49M und die
Vmax 0,36umol/min pro mg Protein.
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Abb. 4-4. Bestimmung der kinetischen Parameter von MalS.

Die Messungen wurden in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 5 mM CaCl, bei Raumtemperatur durchgefihrt. Als Substrat
wurde das PG-6 in Konzentrationen zwischen 0,5 und 500 uM eingesetzt. Die MalS-Konzentration betrug
1,45 pg/ml. Die Werte aus vier voneinander unabhéngigen Messungen sind gemittelt worden. Die Abweichung
lag unter 5 %.

A) Die MalS-Aktivitat in Abhangigkeit von der Substratkonzentration.

B) Lineweaver-Burk-Plot: Zur Ermittlung der kinetischen Parameter wurde die enzymatische Aktivitdt gegen die
Substratkonzentration reziprok aufgetragen. Aus der Gleichung der Ausgleichsgeraden konnte nach Lineweaver-
Burk die Substrataffinitét (K),) und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (v,,,5,) berechnet werden.
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4.1.2.6 Die Reduktion der Disulfidbriicken im nativen Protein hat keinen Einfluf3 auf
die enzymatische Aktivitat von MalS

Um eine mogliche Aufgabe der Disulfidbriicken in MalS flr das native Protein zu bestim-
men, wurde der Einflu? des Reduktans DTT auf die Aktivitdt von MalS untersucht. Die Re-
duktion der Disulfidbricken durch DTT zeigte keinen negativen Effekt auf die enzymatische
Aktivitat (Tabelle 4-3). Mit steigender DTT-Konzentration war hingegen ein leichter Anstieg
um maximal 25 % mefRbar. Dies konnte durch eine verbesserte Zuganglichtkeit des Substrats
nach der Reduktion der Disulfidbriicken zu erklaren sein.

Tab. 4-3. MalS-Aktivitdt nach Reduktion der Disulfidbriicken durch DTT.

1,16 pg/ml MalS in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 5 mM CacCl, wurde mit unterschiedlichen DTT-Konzentrationen fir
funf Minuten inkubiert, bevor die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat bei Raumtemperatur mit PG-6 statt-
fand.

DTT MalS-Aktivitat
(in mM) (in nmol/(min mQ))

0 292

102 299

101 315
1 315

10 368

30 349

4.1.2.7 Die Reduktion der Disulfidbriicken fuhrt zur Aggregation von MalS

Eine mogliche Aggregation von MalS nach der Reduktion ist durch ein Abzentrifugieren
nach dem Offnen der Disulfidbriicken durch DTT Uberprift worden. Die im Uberstand vor-
handene MalS-Menge wurde durch die verbliebene enzymatische Aktivitat bestimmt und mit
einem Ansatz, der nicht abzentrifugiert wurde, verglichen (Tabelle 4-4).

Tab. 4-4. Nachweis der Aggregation von reduziertem MalS durch Zentrifugation.

MalS (16 nM) in 50 mM Tris/HCI pH 8,0; 5 mM CacCl, wurde durch eine Inkubation mit DTT (30 mM Endkonzen-
tration) reduziert. Nach finf Minuten wurde ein Aliqguot enthnommen und abzentrifugiert (20’ ; 17 300 x g; RT). Der
Uberstand wurde abgenommen, die enzymatische Aktivitat von MalS bestimmt und mit der Aktivitat eines nicht
abzentrifugierten Ansatzes verglichen. Eine Aktivitat von 100 % entspricht 350 nmol hydrolysiertem PG-6 pro min
und mg Protein. Der Versuch wurde als Doppelbestimmung durchgefiihrt, die Abweichung betrug 1 %.

MalS-Aktivitat (in %)
nicht abzentrifugiert 100
abzentrifugiert 16

Nach der Reduktion der Disulfidbriicken durch DTT war MalS unldslich. Unlésliches
MalS konnte durch eine Zentrifugation abgetrennt werden. Nur ein geringer Anteil blieb in
|6slicher Form (16 %). Durch die Reduktion der Disulfidbriicken scheint die Struktur von
MalS erheblich verandert zu sein, was zu einer Aggregation fuhrt. Trotz dieser Strukturverén-
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derung und der damit verbundenen Aggregation ist MalS noch vollstandig enzymatisch aktiv.
Die Strukturveranderung in MalS scheint keinen negativen Einflul3 auf das aktive Zentrum zu
haben.

4.1.2.8 MalS kann durch das Detergens SDS denaturiert werden

Eine Resistenz gegeniiber dem Detergens SDS wurde flm-éingylase aus einem Pilz
beschrieben (Arakawa et al., 1992). Deshalb ist gepruft worden, ob MalS ebenfalls diese Sta-
bilitat aufweist. Nach der Inkubation mit verschiedenen SDS-Konzentrationen wurde die en-
zymatische Aktivitat von MalS bestimmt. Hierflr ist oxidiertes und reduziertes MalS einge-
setzt worden, um zusatzlich einen maoglichen Einflul3 der Disulfidbricken auf die Stabilitat zu
untersuchen. Das Ergebnis zeigt die Abbildung 4-5.
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Abb. 4-5. Denaturierung von reduziertem und oxidiertem MalS durch SDS.

Oxidiertes (--A--) und reduziertes (—e—) MalS (1,16 pg/ml) wurden mit unterschiedlichen SDS-Konzentrationen
versetzt. Reduziertes MalS wurde durch funfminutige Inkubation mit 10 mM DTT vor Zugabe des SDS erhalten.
Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von PG-6 gestartet und in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0 durchgefiihrt.
Die MalS-Aktivitat in Abwesenheit von SDS betrug 235 nmol/(min mg) und nach Reduktion der Disulfidbriicken
270 nmol/(min mg).

MalsS ist sensitiv gegentiber SDS. Schon geringe SDS-Konzentrationen (0,25 %) reduzier-
ten die MalS-Aktivitdt und oberhalb 0,7 % war MalS inaktiv. Es konnte kein Unterschied
zwischen oxidiertem und reduziertem MalS festgestellt werden.
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4.1.2.9 Die Disulfidbriicken von MalS haben keinen Einflul3 auf die thermische Stabili-
tat des Proteins

Die thermische Stabilitat vieler Proteine wird durch ihre Disulfidbricken unterstitzt
(Luckey et al., 1991; Matsumura et al., 1991; Schultz et al., 1987; Vogl et al., 1995). Nach-
dem die Disulfidbriicken in MalS offensichtlich nicht fir die enzymatische Aktivitat notwen-
dig sind (Kapitel 4.1.2.6), wurde untersucht, ob die Disulfidbriicken dem nativen Protein eine
erhohte thermische Stabilitat verleihen. Die thermische Stabilitét ist deshalb unter reduzieren-
den und nicht-reduzierenden Bedingungen untersucht worden. MalS wurde hierzu fur fanf
Minuten bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. Nach dem Abkihlen des Ansatzes auf
Raumtemperatur ist die enzymatische Aktivitat bestimmt worden (Abbildung 4-6).
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Abb. 4-6. Thermische Stabilitdt von MalS unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen.

Zur Bestimmung der thermischen Stabilitat wurde reduziertes (—e —) und oxidiertes (--A--) MalS (1,16 pg/ml) in
50 mM Tris/HCI, pH 8,0; 5 mM CacCl,, fur funf Minuten bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. Die Disulfid-
briicken in MalS wurden durch eine Zugabe von DTT zu 10 mM finf Minuten vor der Temperaturerhéhung redu-
ziert. Nach funfminatigem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die enzymatische Reaktion durch die Zugabe
von PG-6 gestartet.

Durch die MalS-Aktivitatstests konnte nur ein geringer Einfluf3 der Disulfidbriicken auf die
thermische Stabilitdt von MalS festgestellt werden. Eine Reduktion der enzymatischen Akti-
vitat trat ab einer Temperatur von 85 ein. Der vollstdndige Verlust der enzymatischen Ak-
tivitat konnte sowohl unter reduzierenden als auch unter nicht-reduzierenden Bedingungen ab
61 °C festgestellt werden. Die MalS-Aktivitatstests zeigten, dafd der Beitrag der Disulfidbrik-
ken zur thermischen Stabilitét des Proteins gering ist.
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4.1.2.10 Reduziertes MalS kann reoxidiert werden

Unter reduzierenden Bedingungen wandert MalS auf einem SDS-Polyacrylamidgel bei
seinem theoretischen Molekulargewicht von 74 kDa. Unter nicht reduzierenden Bedingungen
ist das Laufverhalten verandert, und das Protein hat eine apparente molekulare Masse von
90 kDa. Die gleiche Anderung wurde nach einer Reoxidation von reduziertem MalS beob-
achtet. Die Reoxidation ist durch die Zugabe von oxidiertem Glutathion zu davor reduziertem
MalS erzielt worden. Der Status der Disulfidbriicken in MalS kann deshalb durch das Lauf-
verhalten auf SDS-Gelen bestimmt werden (Abbildung 4-7).

94 kD

67 kD

Abb. 4-7. Reduktion und Reoxidation von MalS.

MalS (1,7 puM) wurde durch eine Inkubation fur 15 Minuten mit DTT (30 mM Endkonzentration) bei Raumtempe-
ratur reduziert. Die Reoxidation von reduziertem MalS wurde durch eine Zugabe von oxidiertem Glutathion zu
einer Endkonzentration von 130 mM durchgefiihrt. Nach einer Inkubation fur 40 Minuten bei Raumtemperatur ist
lodacetamid zu einer finalen Konzentration von 150 mM zugefuigt und der Ansatz fur weitere funf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert worden. Die Proben sind mit Methanol/CHCI 5 geféllt, das Pellet in nicht-reduzierendem
SDS-Probenpuffer geldst und gelelektrophoretisch aufgetrennt worden.

1. oxidiertes MalS; 2. reduziertes MalS; 3. reoxidiertes MalS.

4.1.2.11 Acarbose ist ein schwacher Inhibitor fir MalS

Das Pseudooligosaccharid Acarbose ist ein Inhibitor fir viele Amylasen, Glucosidasen und
Cyclodextrin Glycosyltransferasen. Der Inhibitor hat klinische Bedeutung und wird fur die
Therapie von Typlll Diabetes eingesetzt. Die Substanz besteht aus einem ungesattigten Ami-
nocyclitol-, einem Deoxyhexaose- und einem Maltoseanteil. Die Kenntnis eines Inhibitors flr
MalS konnte das Kristallisieren des Proteins fur eine Rontgenstrukturanalyse erleichtern. In
der Tabelle 4-5 ist die MalS-Aktivitat bei unterschiedlichen Acarbosekonzentrationen aufgeli-
stet.
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Tab. 4-5. Inhibition der MalS-Aktivitat durch Acarbose.

MalS (15 nM) in 100 mM Tris/HCI, pH 8,0 wurde mit der entsprechenden Acarbosekonzentration fiir 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat erfolgte durch die Zugabe von PG-6
(2 mM Endkonzentration). Eine MalS-Aktivitat von 100 % entspricht 390 nmol hydrolysiertem PG-6 pro Minute
und mg MalS.

Acarbosekonzentration MalS-Aktivitat
(in mM) (in %)
0 100
1x 103 105
1x 102 108
5x 102 92
1x 101 96
5x 101 67
1 52
10 10

Fur MalS war nur ein schwacher inhibitorischer Effekt nachweisbar. Erst bei Acarbose-
konzentrationen, die zehnmal geringer waren als die Substratkonzentration PG-6 (2 mM), trat
eine beginnende Hemmung der Aktivitat auf (67 %). Eine Hemmung auf 10 % der Ausgangs-
aktivitat konnte erst bei Acarbosekonzentrationen, die hoher waren als die Substratkonzentra-
tion PG-6, erreicht werden. Die Affinitat der Acarbose zu MalS ist somit nicht ausreichend
fur eine effektive Inhibition.

4.2 Elektronenmikroskopie von MalS

Um eine Idee von der Struktur von MalS zu erhalten, wurden Praparate des gereinigten
Enzyms fur die Transmissions-Elektronenmikroskopie hergestellt. Zwei unterschiedliche
Techniken kamen hierbei zur Anwendung: i) Negativkonstrastierung und ii) Glycerin-Spruh-
Praparation mit Pt/C-Rotationsbedampfung. Die letzte Methode erlaubt eindeutige Aussagen
tber die Reinheit der Probe und globulére versus lineare Morphologie. Es wurden Praparate
unter nicht-reduzierenden und reduzierenden Bedingungen hergestellt. Die Bilder (a) und (b)
der Abbildung 4-8 zeigen die hohe Reinheit und Homogenitat der Praparation von MalS.

4.2.1. MalS ist ein globulares Protein

Anhand der Bilder (a) und (b) der Abbildung 4-8 konnte MalS als ein globulares Molekdl
identifiziert werden. Durch die weitere Vergro3erung der Bilder (e) kann die Struktur von
MalS als ein Hohlzylinder beschrieben werden, der an einer Seite getffnet ist. Dadurch er-
scheint das Molekdl in den zweidimensionalen Bildern in der Form eines Hufeisens.

Nach der Reduktion der Disulfidbricken (Abbildung 4-8 (c)) aggregierte MalS. Die Re-
duktion der Disulfidbrticken in MalS fuhrte zumindest zu teilweiser Denaturierung. Maogli-
cherweise werden durch die Reduktion der Disulfidbriicken hydrophobe Segmente an der

! Die Elekronenmikroskopie von MalS wurde unter Anleitung von Prof. Dr. Eberhard Spiess (Deutsches Krebs-
forschungszentrum, Heidelberg) am Deutschen Krebsforschungszentrum durchgefihrt.
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Proteinoberflache exponiert, die zu intermolekularen Wechselwirkungen und damit zur Ag-
gregation fuhren.

Abb. 4-8. Elektronenmikroskopie von nicht reduziertem und reduziertem MalS.

Fir die Transmissions-Elektronenmikroskopie von isoliertem MalS wurden Praparate durch Glycerin-Sprih-
Praparation mit anschlieRender Pt/C-Schragbedampfung (a) und Negativkontrastierung durch Uranylacetat (b, c)
hergestellt. Nach der Reduktion der Disulfidbriicken durch DTT (c) denaturierte MalS und bildete groR3e Aggre-
gate (Pfeilspitze). Die Bildserien zeigen ausgewahlte Partikel aus negativkontrastierten (d) und schragbedampf-
ten (e) Praparaten. Die letzten zwei Bilder der Serie (e€) wurden durch Hintergrundelimination, Kontrastverstar-
kung und UbervergréRerung weiter verarbeitet (f) und (g). Die Marker in (c) und (e) entsprechen 100 bzw. 10 nm.

4.2.2 Bestimmung der Gré3e und des Molekulargewichts von MalS anhand der
elektronenmikroskopischen Aufnahmen

Durch das Ausmessen von negativkontrastierten MalS-Partikeln konnten die Dimensionen
von MalS bestimmt werden. Die Héhe des Zylinders betragt 80,88) A. Der komplette
Durchmesser des Molekiils betragt (5%9,63) A und der Durchmesser des inneren Hohl-
raumes (23,0 0,43) A.

Anhand der Dimensionen von MalS konnte eine Abschatzung des Molekulargewichts
durchgefiihrt werden. Bei einem partialspezifischen Volumen von B&DA (Zipper et al.,

1971) und einem Zylindervolumen von 112 Arrechnete sich ein Molekulargewicht von
85,4 kDa. Das theoretische Molekulargewicht von MalS betragt 73,96 kDa. Die abgebildeten
MalS-Partikel sind somit monomere Proteinmolekiile.
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4.3 Kartierung der Disulfidbriicken in MalS durch ESI-MS*

MalS enthélt vier Cysteine. Ein Protein mit vier Cysteinen kann maximal zwei Disulfidbruk-
ken ausbilden. Dabei gibt es theoretisch vier verschiedene Mdglichkeiten. Durch massen-
spektrometrische Methoden konnte die Anzahl der Disulfidbricken und die Verkniipfung der
Cysteine bestimmt werden. Hierfir wurde MalS unter reduzierenden und nicht-reduzierenden
Bedingungen tryptisch verdaut. Die entstehenden Fragmente wurden durch eine HPLC auf-
getrennt und deren Molekulargewicht durch die Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS)
bestimmt. Aus diesen Experimenten (Spiess et al., 1997) |af3t sich ableiten, dal3 Cystein-40
und Cystein-58 eine Disulfidbriicke bilden, und Cystein-104 und Cystein-520 miteinander
verknupft sind (Abbildung 4-9).

10 20 30 40 50 60 70 80
ASWTSPGFPA FSEQGTGTFV SHAQLPKGTR PLTLNFDQR@PADAIKLN QMLSLQESN TPPQWRLFRD GEYTLQIDTR

90 100 110 120 130 140 150 160
SGTPTLMISI QNAAEPVASL VRECPKWDGL PLTVDVSATF PEGAAVRDYY SQQIAIVKNG QIMLQPAATS NGLLLLERAE

|
170 180 190 200 210 20 230 2
TDTSAPFDWH NATVYFVLTD RFENGDPSND QSYGRH M AEIGTFHGGD LRGLTNKLDY LQQLGVNALW ISAPFEQIHG
250 260 270 280 200 300 310 3
VWWGGGTKGDF PHYAYHGYYT QDWTNLDANM GNEADLRTLY DSAHQRGIRI LFDVWMNHTG YATLADMQEY QFGALYLSGD
330 340 30 360 370 380 390
EVKKSLGERW SDWKPAAGQT WHSFNDYINF SDKTGWDKWW GKNWIRTDIG DYDNPGFDDL TMSLAFLPDIKTESTTASGL

410 420 430 440 450 460 470
PVFYKNKMDT HAKAIDGYTP RDYLTHWLSQ WVRDYGIDGF RVDTAKHVEL PAWQQLKTEA SAALREWKKA NPDKALDPKP
40 500 510 520 530 540 550
FPWMTGEAWGH GVYMQSDYYRH GFDAMINFDY QEQ, DTTWQQ MAEKLQGFNV LSYLSSHDTR LFREGGDKAA
570 580 590 600 610 620 630 640
ELLLI APGAV QIFYGDESSR PFGPTGSDPL QGTRSDMNWQ DVSGKSAASY AHWQKISQFR ARHPAIGAGK QTTLLLKQGY

650 659
GFVREHGDDK VLWWAGQQ

Abb. 4-9. Aminosauresequenz und Disulfidbriicken von MalS.
Die Disulfidbriicke zwischen Cystein-40 und Cystein-58 und die zwischen Cystein104 und Cystein-520 ist durch
eine Linie symbolisch dargestellt.

Durch die Elektrospray-Massenspektrometrie konnte auch das tatsachliche Molekularge-
wicht von MalS bestimmt werden (Spiess et al., 1997). Hierbei hat sich gezeigt, dal3 MalS als
Monomer vorliegt und auf3er den zwei Disulfidbricken keine weiteren Modifikationen tragt.
Die durch ESI-MS bestimmte Molekilmasse ((73 9780) Da) weicht von der aus der
Aminosauresequenz berechneten Masse (73 961 Da) nur geringfligig ab. Dieses Ergebnis
bestétigt den EM-Befund des monomeren Status von MalS (Kapitel 4.2.2).

! Diese Experimente wurden von H. Peter Happersberger und Dr. Michael O. Glocker (Arbeitsgruppe Analyti-
sche Chemie der Universitat Konstanz, Konstanz) durchgefihrt. Das hierfiir verwendete MalS wurde von mir
gereinigt.
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4.4 Bestimmung des Molekulargewichtes von MalS durch analytische Ul-
trazentrifugation *

Durch die Massenspektrometrie kbnnen nur kovalente Multimere beobachtet werden. Fin-
det die Oligomerisierung von Proteinuntereinheiten durch andere Wechselwirkungen statt,
werden die Multimere durch die Praparation zerstért. Um auch das Vorhandensein nicht ko-
valenter Multimere von MalS auszuschlief3en, wurde eine Molekulargewichtsbestimmung von
MalS durch eine analytische Ultrazentrifugation durchgeftihrt. Die molekulare Masse von
MalS konnte unter oxidierenden Bedingungen auf £74) kDa bestimmt werden (Spiess et
al., 1997). Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit dem errechneten Molekulargewicht
eines Monomers und zeigt eindeutig, da? MalS bis in den mikromolaren Bereich als mono-
meres Protein vorliegt.

4.5 Charakterisierung der Faltung von MalSin vivo

Als Merkmal fur eine korrekte Faltung von Maitsvivowurde die Ausbildung von Disul-
fidbricken und die enzymatische Aktivitat herangezogen. Wenn beide Eigenschaften iden-
tisch mit denen des entsprechenden Wildtyp-Stammes waren, wurde von einer korrekten
Faltung ausgegangen.

4.5.1 Die Faltung von MalS istn vivo abhangig von dem Faltungshelfer DsbA

Die Ausbildung von Disulfidbriicken wird in der Zelle durch die periplasmatische Disul-
fidbriicken-Oxidoreduktase DsbA katalysiert (Bardwell et al., 1991). In Stammen ohne DsbA
konnen sich in vielen periplasmatischen Proteinen, wie z. B. alkalische Phosphatase (Derman
und Beckwith, 1991) keine Disulfidbriicken ausbilden. Um zu untersuchen, ob DsbA auch
einen Einflul auf die Disulfidbrickenausbildung von MalS hat, wurde die MalS-Aktivitat von
Ubernachtkulturen einedsbA-Stammes (CS6) bestimmt (Tabelle 4WalSwurde von dem
Plasmid pUMal03 exprimiert.

Tab. 4-6. MalS-Aktivitat in einer  dsbA=Mutante.

Die MalS-Aktivitat wurde mit dem Substrat PG-6 in ganzen Zellen gemessen. Die Kulturen wurden in M9-Medium
(0,2 % Casaminosauren) uber Nacht bei der entsprechenden Temperatur angezogen. malS wurde von dem
Plasmid pUMal103 exprimiert.

MalS-Aktivitat
(in nmol/min pro 18 Zellen)

Stamm relevanter Genotyp 28 37°C
CS10 Wildtyp 3,1 2,0
CS6 dsbA::kan 1,8 0,1

Inkubiert man die Kultur bei 37C, ist die Ausbildung von Disulfidbriicken sehr gering.
Nur 5 % der MalS-Aktivitat des entsprechendisiA -Stammes war mel3bar. Eine Analyse

! Die Sedimentationsexperimente wurden von Dr. Karsten Rippe (Biophysik der Makromolekiile, Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg) mit von mir gereinigtem MalS durchgefihrt.
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durch einen Western-Transfer mitMalS-Antiserum zeigte, dal? die MalS-Proteinmenge im
Vergleich zumdsbA -Stamm stark reduziert war (nicht gezeigt). Es konnte nur oxidiertes
MalS nachgewiesen werden. Nach der Inkubation der Kultur b®T 28 die Ausbildung der
Disulfidbriicken wesentlich effizienter als bei 37, und 58 % der Aktivitdt des entsprechen-
dendsbA -Stammes konnten bestimmt werden. Auf einem Western-Transfer (nicht gezeigt)
konnte ebenfalls kein reduziertes MalS nachgewiesen werden. Die Menge des oxidierten
MalS entsprach dem Aktivitatsniveau.

4.5.2 Pulse-Chase-Experimente zum Studium der Kinetik der Disulfidbriicken-
ausbildung und der Stabilitdt von MalS in einerdsbA::kan-Mutante

Um die Stabilitdt von MalS in einedsbA::karStamm zu untersuchen, wurde ein Pulse-
Chase-Experiment bei 2& und 37°C durchgefihrt. Die MalS-Menge wurde quantifiziert
und so die Stabilitat des synthetisierten Proteins bestimmt (Abbildung 4-10).
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Abb. 4-10. Stabilitat von MalS in einem  dsbA *- und dsbA ~Stamm bei 28 °C und 37 °C.

Nach einem Pulse-Chase-Experiment mit den Stammen CS10pUMal03 (wf) und CS6pUMal03 (dsbA::kan) bei
28 °C und 37 °C, wurde durch eine Immunpréazipitation mit a-MalS-Antiserum das MalS entzogen und durch eine
nicht-reduzierende 10 %-ige SDS-PAGE aufgetrennt. Nach der Autoradiographie des Gels ist die MalS-Menge
quantifiziert worden. Bei der Proteinmenge des 28 °C-Experiments handelte es sich um oxidiertes MalS; beim
37 °C-Experiment im dsbA*-Stamm (wt) um oxidiertes, im dsbA™-Stamm (dsbA::kan) um reduziertes MalS. Auf
der Ordinate ist die MalS-Menge (in %) relativ zur Menge im Chase des jeweiligen Stammes aufgetragen.

In einemdsbA -Stamm finden der Export von MalS in das Periplasma und die Disulfid-
brickenbildung in Sekunden statt. Das Protein ist stabil, da es innerhalb des 15-minitigen
Chase nicht abgebaut wurde. Die Inkubationstemperatur hatte keinen Einfluf3 auf die Faltung
und Stabilitat des Proteins. In ein@lsbA-Stamm konnte dagegen ein Unterschied beobach-
tet werden. Bei 37C war MalS instabil. Eine Disulfidbriickenausbildung fand nicht statt, und
MalS ohne Disulfidbricken wurde innerhalb von Minuten abgebaut. Fihrte man das Experi-
ment bei 28C durch, konnte eine Fraktion von MalS oxidieren. MalS mit ausgebildeten Di-
sulfidbriicken war stabil. Der Anteil an oxidiertem MalS war jedoch nicht vergleichbar mit
der Menge an oxidiertem MalS in einer Ubernachtkultur. In einer solchen Kulturdsinas
Stammes wurden 50 % der Menge des entsprecheatsiieth-Stammes nachgewiesen, durch
das Pulse-Chase-Experiment jedoch nur 20 %. Dies legt nahe, dald eine Akkumulation von
oxidiertem MalS imdsbA-Stamm stattfand. Die Ausbildung von Disulfidbriicken in einem
dsbA-Stamm ist somit auch bei 28 wesentlich langsamer als in eindsiA -Stamm.
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4.5.3 Die korrekte Ausbildung der Disulfidbriicken in MalS ist unabhangig von
der Disulfidbriicken-lsomerase DsbC

Die Faltung von MalS in Abhangigkeit der Disulfidbriicken-lsomerase DsbC konnte durch
die Konstruktion des Stammes CS46 studiert werden. In diesem Stamm dgbdaGen
durch ein Transposon unterbrochen. Die MalS-Aktivitdt war in dsDC-Stamm
CS46pUMal103 im Vergleich zu dem entsprechendignC -Stamm CS10pUMal103 nicht
reduziert (Tabelle 4-7). Auf einem Western-Transfer (nicht gezeigt), denkialS-
Antiserum entwickelt wurde, konnte nur oxidiertes MalS nachgewiesen werden. Die
MalS-Menge war imdsbC-Hintergrund im Vergleich zundsbC -Hintergrund nicht redu-
ziert. Die Ausbildung der Disulfidbriicken durch DsbA fand folglich in der richtigen Ver-
knupfung statt. Eine Isomerisierung durch DsbC war nicht notwendig.

Tab. 4-7. MalS-Aktivitat in einer dsbC:-Mutante.
Die MalS-Aktivitat wurde mit dem Substrat PG-6 in ganzen Zellen gemessen. Die Kulturen wurden in M9-Medium
(0,2 % Casaminosauren) bei 28 °C angezogen. malS wurde von dem Plasmid pUMal03 exprimiert.

MalS-Aktivitat

Stamm relevanter Genotyp (in nmol/min prd@M&llen)
CS10pUMa103 Wildtyp 3,1
CS46pUMal03 dsbC::minifn10kan 3,3

4.5.4 Die Prolinisomerase FkpA hat keinen Einfluf3 auf die Faltung von MalS

Eine Deletion der Prolinisomerase PPIA wirkte sich nicht, jedoch die potentielle Prolin-
isomerase SurA drastisch, auf die Faltung von MalS aus (Spiess, 1995). Zusatzlich sollte nun
noch eine weitere im Periplasma bekannte Prolinisomerase, FKpA, getestet werden. In dem
Stamm CS71 ist dagpAGen durch eine Chloramphenicolkassette unterbrochen, wodurch
kein funktionelles FkpA in der Zelle vorliegen kann. Die Tabelle 4-8 zeigt, dal3 dies keinen
EinfluR auf die Faltung von MalS hatte. Die MalS-Aktivitat in ein&pAt- und
fkpA-Stamm war identisch.

Tab. 4-8. MalS-Aktivitét in einer  fkpA-Mutante.

Die Kulturen wurden in M9-Medium (0,2 % Casaminoséauren) bei 37 °C angezogen. malS wurde von dem Plas-
mid pUMal03 exprimiert. Die MalS-Aktivitat wurde mit dem Substrat PG-6 in ganzen Zelen gemessen und er-
folgte in unabhangigen Doppelansatzen, wobei der Unterschied 10 % betrug.

MalS-Aktivitat

Stamm relevanter Genotyp (in nmol/min prd Aellen)
CS10pUMal103 Wildtyp 2,3
CS71pUMal03 fkpA::cm 2,3

4.5.5 Die Identifikation der Protease, die falsch gefaltetes MalS abbaut

Die Ausbildung von Disulfidbriicken und damit die Faltung von Mal$isivo abhéngig
von der Disulfidbriicken-Oxidoreduktase DsbA. Stamme ohne das DsbA-Protein haben eine
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verringerte MalS-Menge (Kapitel 4.5.1), da reduziertes MalS schnell und effizient von der
Zelle abgebaut wird (Kapitel 4.5.2). Um die fur diesen Abbau verantwortliche Protease zu
identifizieren, wurden zusétzlich zu detsbAGen noch die Gene von verschiedenen Protea-
sen ausgeschaltet.

4.5.5.1 Falsch gefaltetes MalS wird durch die Protease DegP abgebaut

Der konstruierte Stamm CS49 ist eine Doppelmutante: neberdslefxGen ist auch das
Gen der Protease DegP ausgeschaltet. Die Experimente mit diesem Stamm konnten nur bei
28 °C durchgefuhrt werden, da die Bakterienzelle ohne die Protease DegP temperatursensitiv
ist und ab einer Temperatur von 3C nicht mehr wachsen kann. In der
dsbAdegP-Doppelmutante wurde MalS in seiner reduzierten Form stabilisiert. Es konnte
kein oxidiertes MalS auf einem Western-Transfer (Daten nicht gezeigt) nachgewiesen wer-
den, und eine MalS-Aktivitat war nicht mef3bar. Durch die Deletion der Protease DegP wurde
ein Abbau von reduziertem MalS in eine@lsbA-Stamm verhindert. Gleichzeitig wurde da-
mit jedoch die Ausbildung von Disulfidbriicken in MalS bei°Z8und damit eine Faltung
unterbunden. Die Protease DegP scheint somit nicht nur am Abbau von falsch gefalteten
MalS involviert, sondern auch — direkt oder indirekt — and#enovoFaltung von MalS in
einemdsbA-Stamm beteiligt zu sein.

Neben der Proteasefunktion kénnte DegP auch eine Chaperonfunktion besitzen. Durch die
se ware es DegP mdoglich, bei der Ausbildung von Disulfidbriicken in MalS in Abwesenheit
von DsbA zu assistieren und eine Faltung in die enzymatisch aktive Konformation herbeizu-
fuhren. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wundetS und eindegRDerivat mit einer
Mutation im aktiven Zentrum koexprimiert (Kapitel 4.5.7).

4.5.5.2 DegQ und DegS sind nur gering am Abbau von falsch gefaltetem MalS beteiligt

In E. coli gibt es noch zwei zu DegP homologe Proteasen: DegQ und DegS (Bass et al.,
1996). In einedsbAdegQdegS-Mutante waren, auf einem nutMalS-Antiserum entwik-
kelten Western-Transfer (nicht gezeigt), neben geringen Mengen an reduziertem MalS auch
oxidiertes MalS nachweisbar. DegQ und DegS sind somit wesentlich geringer am Abbau von
falsch gefaltetem MalS beteiligt als DegP. Die enzymatische Aktivitdt von MalS in diesem
Stamm war nicht reduziert und entsprach dem reglsdyA-Stamm (Daten nicht gezeigt). In
einemdsbAdegPdegQdegS-Stamm war keine enzymatische Aktivitat mehr nachweisbar
(Daten nicht gezeigt).

Einen Einflul3 auf die Faltung von MalS scheinen DegQ und DegS nicht zu haben. In ihrer
Abwesenheit konnte MalS in einetlsbA-Stamm noch Disulfidbriicken ausbilden, und eine
Faltung in die enzymatisch aktive Konformation war mdglich.

4.5.6 In einemdsbAf-Stamm ist die Faltung von MalS nicht auf DegP angewiesen

Nachdem in einendsbA-Hintergrund ein starker Effekt auf die Disulfidbriickenausbil-
dung und damit auf die Faltung von MalS zu beobachten war (Kapitel 4.5.5.1), wurde unter-
sucht, ob dieser Einflu3 auch in eineésbA -Stamm aulftritt. Hierfir wurde der Stamm CS28
(degP::kan konstruiert. Die MalS-Aktivitat in Ganzzellen von Ubernachtkulturen der Stam-
me CS10pUMal03 und CS28pUMal03 wurde bestimmt und ist in der Tabelle 4-9 aufgefiihrt.
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Tab. 4-9. MalS-Aktivitét in einem degP -Stamm.

Die MalS-Aktivitat wurde durch drei voneinander unabhangigen Messungen mit dem Substrat PG-6 in ganzen
Zellen bestimmt, wobei die Abweichung 3 % betrug. Die Kulturen sind im M9-Medium (0,2 % Casaminosauren)
bei 28 °C angezogen worden. malS wurde von dem Plasmid pUMal103 exprimiert.

MalS-Aktivitat

Stamm relevanter Genotyp (in nmol/min prd@M&llen)
CS10pUMal103 Wildtyp 2,8
CS28pUMal03 degP::kan 2,8

Die Aktivitat von MalS war in beiden Stammen identisch. DegP hatte in Anwesenheit von
DsbA keinen Einflul3 auf die Faltung von MalS. Die Faltung von MaMvo wurde nur bei
Faltungsstrel3 durch DegP unterstitzt.

4.5.7 Der Einflu3 von DegR»10aauf die Faltung von MalS

Um die Bedeutung von DegP fur die Faltung von MalS zu studieren, wurde das Plasmid
pCS10 kloniert. Auf dem Plasmid befindet sich @egRGen mit einer Mutation im aktiven
Zentrum. Die Aminosaure 210 des reifen Proteins ist von Serin nach Alanin ausgetauscht
worden. Das DegP-Derivat hat dadurch keine enzymatische Aktivitat mehr (Kapitel 4.6.9.2)
(Skoérko-Glonek et al., 1995b). Die Sekundarstruktur von DegP ist durch die Mutation nicht
beeinflul3t (Skérko-Glonek et al., 1995a). Das Plasmid pCS10 ist aufgrund einer anderen An-
tibiotikaresistenz und eines unterschiedlichen Replikationsursprungs kompatibel zu dem
Plasmid pUMal103. Dadurch wareralSunddegRs,10a koexprimierbar.

4.5.7.1 DegRy1paunterstitzt die Faltung von MalS in einemdsbAdegP-Stamm

In einer dsbAdegP-Doppelmutante konnte MalS keine Disulfidriicken mehr ausbilden,
wurde aber nicht mehr proteolytisch beseitigt. Wurde in dieser Mutantdegiin Form
seines DerivatedegRy,10a Wieder exprimiert, war eine Faltung von MalS wieder méglich.
Die Ausbildung von Disulfidbricken war ermoglicht, und eine enzymatische Aktivitat war
meRbar. Auf ein Auffihren der Daten ist verzichtet worden, da die Ergebnisse von Kapi-
tel 4.5.7.2 diese enthalten.

4.5.7.2 Die Aggregation von MalS in einetisbAdegP-Mutante wird durch die Expres-
sion vondegR;,10aWieder aufgehoben

Korrekt gefaltetes MalS liegt im Periplasma in |8slicher Form vor, da das Protein durch ei-
nen kalten osmotischen Schock freigesetzt wird. Reduziertes MalS aggregiert und ist unlds-
lich (Kapitel 4.1.2.7 und 4.2.1). Um zu priufen, ob MalS in den verschiedenen Faltungshelfer-
Mutanten in l8slicher Form vorliegt, wurden kalte osmotische Schocks durchgefuhrt. Hierbei
werden die Zellen erst mit hoher Osmolaritat behandelt und dann schlagartig in sehr niedrige
Osmolaritat tberfuhrt. Dadurch bekommt die Auenmembran Lécher, und die l8slichen
Komponenten des Periplasmas werden durch eine Ausdehnung des Cytoplasmas freigesetzt.
Nach einer Zentrifugation findet man im Uberstand die |6slichen periplasmasmatischen Pro-
teine und im Sediment die unldslichen periplasmatischen Proteine, die Membranfraktion und
das Cytoplasma. Der kalte osmotische Schock wurde mit Zellen durchgefiihrt, die°Gei 28
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gewachsen waren. Beide Fraktionen wurden durch eine SDS-PAGE aufgetrennt. Nach einem
Western-Transfer ist der Disulfidbrickenstatus von MalSorilalS-Antiserum analysiert
worden (Abbildung 4-11).
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Abb. 4-11. Léslichkeit von MalS in verschiedenen  dsbA - und degP-Mutanten.

Western-Transfer der periplasmatischen (shock fluid) und Pelletfraktion (pellet) von osmotisch geschockten Zel-
len (Kapitel 4.8.4.1). Die Zellen wurden tber Nacht in M9-Medium gezogen, das mit 0,2 % Casaminosauren ver-
setzt war. Die Stamme CS10 (wt), CS6 (dsbA), CS49 (dsbA degP) und CS49pCS10 (dsbA degP pdegPgy10a)
exprimierten malS von dem Plasmid pUMal03 und degPgy1ga Vom Plasmid pCS10. Zum Nachweis von MalS
wurde polyklonales Antiserum gegen MalS eingesetzt. Die Laufh6he der oxidierten (ox.) und reduzierten (red.)
Form von MalS ist durch einen Pfeil markiert.

In der I6slichen Fraktion eines Stammes CS10 konnte nur oxidiertes MalS nachgewiesen
werden. Das oxidierte MalS in der unldslichen Fraktion kdnnte auf einem unvollstandigen
Aufschluld der Zellen beruhen. In désbA-Mutante CS6 war ebenfalls nur oxidiertes MalS
nachweisbar. Die Gesamtproteinmenge war jedoch reduziert im Vergleich zum Stamm CS10.
In derdsbAdegP-Mutante CS49 lag nur reduziertes MalS vor. Es war komplett in der unlos-
lichen Fraktion. Nach der Expression degPRs»10xPunktmutante in diesem Stamm, wurde
das oxidierte MalS in der I6slichen Fraktion gefunden. Eine weitere Fraktion konnte keine
Disulfidbrucken ausbilden und war unlgslich.

Dieses Experiment unterstitzt die Hypothese, dafld DegP zu seiner Proteasefunktion auch
eine Chaperonfunktion aufweist: eine Aggregation von MalS wird verhindert, wodurch eine
langsame Ausbildung der Disulfidbriicken mdglich ist, und MalS faltet in eine enzymatisch
aktive Konformation.

Zusatzlich wurde die enzymatische Aktivitdt der Periplasmaextrakte relativ zu dem des
Stammes CS10 bestimmt. Die Aktivitaten sind in der Tabelle 4-10 zusammengefalit.
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Tab. 4-10. MalS-Aktivitaten in den Periplasmaextrakten von dsbA - und dsbA degP -Mutanten.

Kulturen der stationdren Wachstumsphase, die bei 28 °C im M9-Medium mit 0,2 % CA gewachsenen waren,
wurden einem kalten osmotischen Schock (Kapitel 3.8.4.1) unterzogen. Eine Zellzahl von 1,8 x 1010 Zellen wurde
hierfir mit 10 ml 0,5 mM CacCl, geschockt. Die Expression von malS erfolgte von dem Plasmid pUMa103 und die
von degPgy10a VON dem Plasmid pCS10. Zur Bestimmung der MalS-Aktivitat wurde die Schock-Losung mit
100 mM Tris/HCI, pH 8,7 gepuffert und durch die Zugabe von PG-6 zu einer Konzentration von 2 mM bei Raum-
temperatur bestimmt.

Periplasmaextrakt des MalS-Aktivitat
Stammes relevanter Genotyp (in %)
CS10pUMa103 Wildtyp 100
CS6pUMal103 dsbA::kan 50
CS49pUMal103 dsbA::kandegP:Tn10 5
CS49pCS10pUMalo3d dsbA::kandegP:Tnl10 pdegRs210a 30

Die prozentualen Aktivitaten in den Extrakten korrelieren mit den in Ganzzellen bestimm-
ten MalS-Aktivitaten (Spiess et al., 1999). Dies zeigte, dal3 l6sliches MalS, das durch den
osmotischen Schock freigesetzt wurde, vollstdndig enzymatisch aktiv ist.

4.5.8 Bestimmung dedegRExpression unter Stre3bedingungen durch eine
transkriptionale degP-lacZFusion

4.5.8.1 Die Zelle erkennt falsch gefaltetes MalS

Die Expression vounlegPwird in Mutanten mit Defekten in der Proteinfaltung induziert.
Falsch gefaltetes MalS wird in der Zelle durch DegP abgebaut. Kann die Zelle aber auch die
Expression vomlegPan das Auftreten von falsch gefaltetem MalS anpassen, oder ist die Ex-
pression vordegPunabhangig vom Auftreten von falsch gefaltetem MalS? Kann eine Cha-
peronaktivitat von DegP einen positiven Einflul3 auf die Ldslichkeit oder den Faltungszustand
von den periplasmatischen Proteinen austben und dadurch die durch SigmaE und CpxAR
vermittelte Stre3antwort reduzieren?

Um diese Fragen zu beantworten, wurde dlesgRPromotoraktivitat untersucht. Die
Transkriptionssteigerung deegRGens kann Uber die Aktivitat d@rGalaktosidase einer
degRlacZ-Promotorfusion gemessen werden. Die Bestimmung erfolgte aus Bakterien-
kulturen der stationaren Wachstumsphase. Die Mel3daten sind in der Tabelle 4-11 aufgelistet.

Die Expression vormalS im Stamm PND2000 erhdhte nicht dBeGalaktosidase-
Aktivitat. Ein leichter Anstieg war im Stamm CS5s5bA::kar) zu verzeichnen (133 %). Ei-
ne deutliche Zunahme fand nach der Expressionmval&in diesem Stamm statt (175 %).
Nach der Koexpression vanalSund degPRs10a Sank die Aktivitat wieder auf einen Wert
(74 %), der nur geringfugig Uber dem des Stammes ohne Expressiomai®hegt. In dem
Stamm CS77degP::Tnl10Q war keine Veranderung im Vergleich zum Stamm PND2000 zu
verzeichnen. Auch nach der Expression woaSkonnte keine Zunahme der Aktivitat ver-
zeichnet werden. DegP scheint bei°28unter Bedingungen ohne Faltungsstrel keine grol3e
Bedeutung zu haben. In der Doppelmutante CS¥sbA::kan degPTnl0) war die
B-Galaktosidase-Aktivitat (150 %) hoher als in desbA-Mutante CS50 (133 %). Die Ex-
pression vormalSsteigerte dig-Galaktosidase-Aktivitat auf einen Wert, der tber dem der
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dsbA-Mutante liegt (188 %). Nach einer Koexpression wealSunddegPs10a War die Ak-
tivitat wieder reduziert (181 %). Dies ist ein weiterer Hinweis, da3 DegP flr die Faltung von
MalS unter Stre3bedingungen erforderlich ist.

Tab. 4-11. B-Galaktosidase-Aktivitét einer transkriptionalen degP-lacZ -Fusion in verschiedenen Stammen.
Die Aktivitat der B-Galaktosidase von Stammen mit einer chromosomalen degP-lacZFusion wurde nach dem
Wachstum der Kultur in die friihe logarithmische Phase bei 28 °C in M9-Medium, das mit 0,2 % Glycerin, 0,4 %
Maltose und 0,01% Thiamin versetzt war, bestimmt. In Stdmmen, die das Plasmid pUMa103 trugen, wurde malS
Uberexprimiert. Die Expression von degPg,1ga fand vom Plasmid pCS10 statt. Die Bestimmung wurde in zwei
unabhangigen Ansatzen durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt. Eine Aktivitat von 100 % entspricht 1,0 umol
hydrolysiertem ONPG pro Minute und mg zellularem Protein.

[-Galaktosidase-

Stamm relevanter Genotyp Aktivitat (in %)

PND2000 A[degP-lacZ 100

PN DZOOOpCS].O )\[degP-IaCZ pﬂegF};zmA 42

PND2000pUMal103 A[degP-lacZ pmalS 74

PND2000pUMal03pCS10\[degP-lacZ pmalSpdegRs210a 34

CS50 A[degP-lacZdsbA::kan 133

CS50pCS10 A[degP-lacZdsbA::kan 54
pdegRs210a

CS50pUMal103 A[degP-lacZdsbA::kanpmalS 175

CS50pUMal103pCS10  A[degP-lacZdsbA::kan 74
pmalSpdegPRsz10a

CS77 A[degP-lacZdegP:Tn10 105

CS77pCS10 A[degP-lacZdegP:Tn10 pmalS 60

CS77pUMal103 A[degP-lacZdegP:Tn10 80
pdegRs210a

CS77pUMal103pCS10  A[degP-lacZdegP:Tnl10 pmalS 46
pdegRs210a

CS78 A[degP-lacZdegP:Tn10 150
dsbA::kan

CS78pCS10 A[degP-lacZdegP:Tn10 34
dsbA::kanpdegRs210a

CS78pUMal103 A[degP-lacZdegP:Tn10 188
dsbA::kanpmalS

CS78pUMal03pCS10  A[degP-lacZdegP:Tn10 81

dsbA::kanpmalSpdegRs210a

In Situationen, in denen MalS nicht richtig falten konnte, wurde die Expressiotegéh
gesteigert. Das proteolytisch inaktive Protein Dggiakonnte den Faltungsstrel? unter die-
sen Bedingungen fiur die Zelle reduzieren. Aber auch in der Abwesenheit von falsch gefalte-
tem MalS verminderte Degf319a die degRPromotoraktivitat. Die Chaperonaktivitat von
DegP ist somit allgemein fiir periplasmatische Proteine von Bedeutung.
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Diese Experimente zeigen, dal} die Zelle falsch gefaltete Proteine erkennen kann und die
Expression vomlegPdaran anpalit. DegP kann nicht nur den Faltungsstrel3 fir die Zelle durch
den Abbau von falsch gefalteten Proteinen reduzieren, sondern auch die Funktion eines Cha-
perons Ubernehmen, um Proteinen in Situationen mit Faltungsproblemen zu helfen.

4.5.8.2 Die Reduktion des Faltungsstref3 im Periplasma durch Degf} g wird nicht
nur tber den CpxA/R-Weg registriert

Das Auftreten von Faltungsstrel3 im Periplasma kann tber zwei voneinander unabhangige
Signaltransduktionswege, dem CpxA/R-Zweikomponentensystem und dem RseA/B-System,
registriert werden (Kapitel 2.5.2). Beide Wege kontrollieren auctdegRExpression. In
Zellen, die durch eine Mutation eine konstitutive CpxA-Aktivitat aufweisen, ist die StreR3ant-
wort und somit diedlegRExpression standig angedreht. Eine solche Mutation ist z. B. der
cpxAO-Genotyp. Die konstitutive Kinaseaktivitat von CpxA fuhrt zu einer standigen Phospho-
rylierung des CpxR, wodurch der Transkriptionsaktivator permanent aktiv ist. Die
B-Galaktosidase-Aktivitat in einernpxA-Stamm vor und nach der Expression von
degPRsp10aist in der Tabelle 4-12 aufgefiihrt.

Tab. 4-12. B-Galaktosidase-Aktivitat einer  degP-lacZ -Fusion in einer cpxA 9-Mutante.

Die Aktivitat der pB-Galaktosidase von Stdmmen mit einer chromosomalen degP-lacZFusion wurde nach dem
Wachstum in die stationdre Phase bei 28 °C im M9-Medium, das mit 0,2 % Glycerin, 0,4 % Maltose und 0,01%
Thiamin versetzt war, bestimmt. Die Expression von degPg,19a fand vom Plasmid pCS10 statt. Die Bestimmung
wurde in zwei unabhangigen Ansétzen durchgefuhrt, wobei die Abweichung <5 % war. Eine Aktivitat von 100 %
entspricht 1,4 umol hydrolysiertem ONPG pro Minute und mg zellularem Protein.

-Galaktosidase-Aktivitat

Stamm relevanter Genotyp (in %)
PND2000 A[degP-lacZ 100
PND2000pCS10 A[degP-lacZ pdegRs»10a 67
CS79 A[degP-lacZ cpx/O 194
CS79pCS10 A[degP-lacZ cpx20 pdegRs>10a 127

Die -Galaktosidase-Aktivitat war in deapx/-Stamm CS79 im Vergleich zum Stamm
PND2000 stark erhoht (~ 100 %). Die Expression degR;»1ga fuhrte im Stamm PND2000
zu einer leichten (~ 30 %) und im Stamm CS79 zu einer drastischen Reduktion (~ 70 %) der
B-Galaktosidase-Aktivitat. Auch in einecpxf9-Stamm wird diglegRExpression reduziert.
Durch DegR»10a Wird somit der Faltungsstref3 fir die Zelle reduziert, und die Stre3antwort
kann abgedreht werden. Deghoa vermindert nicht nur spezifisch den Faltungsstref3, der
nur Uber den CpxA/R-Weg registriert und beantwortet wird, sondern auch allgemein, da in
einemcpx-Stamm die Strel3antwort abgedreht wird. Die Signaltransduktion muf3 hierbei
Uber den RseA/B-Weg erfolgen.

4.5.8.3 DiedegRExpression wird nicht durch eine hohe Osmolaritat oder einen niedri-
gen pH-Wert des Mediums verandert

Das Periplasma steht in einem standigen Austausch mit dem umgebenden Medium. Durch
eine Anderung des Mediums kann dadurch auch ein EinfluR auf die Verhaltnisse im Peri-



4. Ergebnisse 75

plasma genommen werden. Ein niedriger pH-Wert oder eine hohe Osmolaritat kénnten die
Proteinfaltung beeinflussen und zu einer Induktion degR Transkription fihren. Deshalb
wurde der Effekt eines sauren pH-Wertes (pH 5,8) und erhéhter Osmolaritat (300 mM und
500 mM) auf das Wachstum und diegRPExpression einedegP - unddegP-Stammes an-

hand derdegRlacZ-Fusion untersucht (Abbildung 412). Die Erhéhung der Osmolaritat ist
durch Zugabe von NaCl zu dem LB-Medium herbeigefiihrt worden. Der pH-Wert war in die-
sem Experiment durch die Zugabe einer Puffersubstanz konstant gehalten (eaithem et

al., 1992). Als Referenz diente ein Ansatz, der auf pH 7,6 gepuffert war und kein zusatzliches
NaCl enthielt.
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Abb. 4-12. Wachstumskurve und [(-Galaktosidase-Aktivitat der degP-lacZ-Fusion von den Stammen

PND2000 und CS77.

Eine Stationarphasenkultur der Stamme PND2000 (e ,[0) und CS77 (n,0) wurde 1:100 in vorgewarmtes (28 °C)

LB-Medium mit dem entsprechenden Zusatz verdiinnt. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von MES, pH 5,8 bzw.
MOPS, pH 7,6 zu einer Endkonzentration von 100 mM eingestellt. Die Bestimmung der ODg,g (durchgezogene
Linie) und die B-Galaktosidase-Aktivitat der degP-lacZFusion (gestrichelte Linie) erfolgte zu den angegebenen
Zeitpunkten. Die B-Galaktosidase-Aktivitét ist in umol hydrolysiertem ONPG pro Minute und mg zellularem Protein
angegeben. Die Kurven resultieren aus Einzelbestimmungen.

Das Wachstumsverhalten eingsgPt- und degP-Stammes war in den gleichen Medien
identisch. Der pH-Wert hatte keinen Einflul3 auf das Wachstum, und es wurde die gleiche
Zellzahl in der ausgewachsenen Kultur erreicht (cal@? Zellen pro ml). Mit steigender
Osmolaritat des Mediums nahm die Zellzahl der ausgewachsenen Kultur ab. Bei der Zugabe
von 500 mM NaCl wurden nur noch ca. 60 % der Zellzahl des Ansatzes ohne zusatzliche
NaCl-Zugabe erreicht.

Der pH-Wert fuhrte nicht zu einer Veranderung degRTranskription. Wahrend der
lag-Phase und friihen logarithmischen Wachstumsphase fiel die efiGatiaktosidase-
Aktivitat der Ubernachtkultur unabhangig vom pH-Wert auf ungefahr 60 % ab. Wahrend der
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logarithmischen Wachstumsphase blieb die Aktivitdt konstant. Kurz vor dem Erreichen der
stationaren Phase stieg fie€Galaktosidase-Aktivitat wieder an. Bei erhdhter Osmolaritat im
Wachstumsmedium war digegRTranskription in der logarithmischen Phase wesentlich
niedriger als bei der Kontrolle ohne NaCl-Zugabe. Nur 30 % der Aktivitat der Ubernachtku-

tur wurden gemessen. Der Abfall d&tGalaktosidase-Aktivitat zu Beginn der logarithmi-

schen Phase und der Anstieg beim Erreichen der stationaren Wachstumsphase war langsamer
im Vergleich zur Kontrolle ohne NaCl. Ein Unterschied in degRTranskription zwischen
einemdegP - unddegP-Stamm konnte weder in der Abhangigkeit des pH-Wertes noch bei
einer erhdhten Osmolaritat festgestellt werden.

Ein saurer pH-Wert oder eine erh6hte Osmolaritat des Wachstumsmediums wirken auf die
Proteinfaltung nicht so negativ, da’ eine Unterstltzung der Proteinfaltung oder ein Abbau
falsch gefalteter Proteine durch DegP eingeleitet werden mulslegREXxpression wird un-
ter diesen Bedingungen nicht angedreht.

4.5.9 Faltung von MalS im Cytoplasma

Das Cytoplasma ist ein reduzierendes Milieu. Die Ausbildung von Disulfidbricken in
Proteinen ist nur unter Bedingungen mdglich, die das Cytoplasma in ein mehr oxidierenderes
Milieu verwandeln. Eine Mdglichkeit dies durchzufihren, ist Proteine, die beim Aufrechter-
halten des reduzierenden Milieus beteiligt sind, zu eliminieren. Nachdem bislang nur die
Faltung von MalS im Cytoplasma vdrxB- odergsh-Stammen bei 37C untersucht war
(Spiess et al., 1997), wurde die Faltung noch in Stammen analysiert, die ein noch oxidieren-
deres Cytoplasma haben. Da die Ausbildung von Disulfidbricken im Periplasma in Abwe-
senheit von DsbA von der Temperatur abhéangig ist, wurde die Faltung im Cytoplasma bei
28 °C und 37°C studiert. Die Expression vanalSohne seine Signalsequenz erfolgte von
dem Plasmid pCS13. Auf diesem Plasmid befindet sich ein signalsequemabdSé3erivat
unter Kontrolle des £-Promotors. Als Stamme fir die Expression wurden neben dem
Stamm DHB4 die DHB4-Mutanten i) WP597rXB::kan...Tnl10), ii) FA112 @shA::kan
trxB::kan...Tn10) und iii) FA113 (rxB::kan gor522..Tn10) ausgewahlt. Die Faltung von
MalS im Periplasma in Abwesenheit von DsbA ist auf DegP angewiesen. Deshalb wurde zu-
satzlich noch untersucht, ob die KoexpressionAsgdegR,104 €inem signalsequenzlosen
Derivat vondegRs,104 €ine Faltung von MalS im Cytoplasma unterstitzt. Von ausgewach-
senen Kulturen, die bei 28 und 37°C inkubiert waren, wurde eine
MalS-Aktivitatsbestimmung (Tabelle 4-13) durchgefiihrt und der Status der Disulfidbriicken-
ausbildung auf einem Western-Transfer (Abbildung 4-13) untersucht. Der Nachweis von
MalS auf dem Western-Transfer erfolgte mitMalS-Antiserum.

Im Vergleich zu dem periplasmatisch exprimierten MalS war nur ca. 1 % des MalS im
Cytoplasma enzymatisch aktiv. Die Unterschiede in den Aktivitaten der einzelnen Stamme
sind deshalb auch marginal. Dennoch liel3 sich ein Anstieg der MalS-Aktivitat in dem Stamm
FA113 beobachten. Die enzymatische Aktivitdt von MalS war in diesem Stamm, im Ver-
gleich zum Stamm DHBA4, verdoppelt. Die Koexpression mit einem signalsequenzlosen
degRso1g9x Derivat hatte keine positiven Auswirkungen auf die Aktivitat und unterstitzte
damit nicht die Faltung von MalS im Cytoplasma.
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Tab. 4-13. MalS-Aktivitat eines signalsequenzlosen Derivats in verschiedenen Mutanten nach dem Wachs-

tum bei 28 °C und 37 °C.

Die Aktivitdtsbestimmungen wurden von Kulturen der stationaren Phase gemacht, die in LB-Medium mit
50 uM IPTG bei der entsprechenden Temperatur gewachsen waren. Die MalS-Aktivitat wurde nach der Lyse der
Zellen durch Chloroform und SDS (Kapitel 3.8.3.4) mit dem Substrat PG-6 bestimmt.

MalS-Aktivitat
(in nmol/min pro 18 Zellen)

Stamm relevanter Genotyp 28 37°C
DHB4pCS13 Wildtyp 0,2 0,0
DHBpCS13pAB6 Wildtyp glssdegR>10a 0,2 0,1
WP597pCS13 trxB::kan 0,2 0,0
WPS597pCS13pAB6  trxB::kan pAssdegRo1oa 0,1 0,1
FA112pCS13 gshA::kan trxB::kan..Tn10 0,2 0,0
FA112pCS13pAB6  gshA:kan trxB::kan..Tn10 0,3 0,2
pAssdegiz1oa
FA113pCS13 gshA::kan gor522.Tn10 0,4 0,1
FA113pCS13pAB6 gshA::kan gor522.Tn10 0,1 0,1
pAssdegR;10a

Mit den Aktivitatsbestimmungen korrelieren die Ergebnisse des Western-Transfers. Bei
Stdmmen ohnealSPlasmid konnte nur eine geringe Menge an oxidiertem MalS nachgewie-
sen werden. Dies beruht auf der schwachen chromosomalen Expression von MalS unter die-
sen Bedingungen. Bei einem Wachstum der Stamme 5& Rdnnte in keinem Stammbhin-
tergrund die Bildung von Disulfidbricken &xssMalS beobachtet werden. Inkubierte man die
Zellen hingegen bei 28, fand bei dem Stamm mit den besten Oxidationsbedingungen im
Cytoplasma (FA113) eine teilweise Ausbildung von DisulfidbriickefissMalS statt. Die
geringe Menge an oxidiertem MalS in den anderen Stammbhintergrinden beruhte auf der
chromosomalen Expression voralS

Eine Koexpression vomalSunddegRys10a im Cytoplasma erhohte nicht die Rate von
oxidiertem MalS. Die Faltung von MalS im Cytoplasma konnte im Gegensatz zur Faltung im
Periplasma (Kapitel 4.5.7) nicht durch DegP unterstitzt werden.

Eine Faltung von MalS im Cytoplasma ist im Gegensatz zu alkalischer Phosphatase we-
sentlich schwieriger. Erst unter den am stérksten oxidierenden Bedingungen im Stamm
FA113 war eine Ausbildung von Disulfidbricken in MalS zu verzeichnen. Da der Anteil der
Disulfidbriickenausbildung jedoch nicht mit der enzymatischen Aktivitditszunahme korrelier-
te, kommt es im Cytoplasma entweder zu falscher Verkntpfung der Disulfidbriicken, oder die
enzymatische Aktivitat von MalS wird im Cytoplasma durch andere Faktoren inhibiert. Die
Unfahigkeit, in eine enzymatisch aktive Konformation zu falten, konnte nicht am
MalS-Konstrukt liegen, da das signalsequenzlose MalS-Derivat nach der Reinigung effektiv
falten konnte (Kapitel 4.6).



4. Ergebnisse 78

s ) oD
j FEFTRESSEESE

Da || 37°C
' — ox
S | <— red
i E . 28°C
10-] - . 2l g E <— ox.
73| e B 4— red.
s B
- o
20|}
20-
| + |pCsS13
- I +  |pAB6
Abb. 4-13. Western-Transfer von Extrakten aus Zellen, die ein signalsequenzloses MalS -Derivat

exprimieren.

Der Western-Transfer wurde mit Proben aus Ganzzellen der Stamme DHB4, WP597, FA112 und FA113 ge-
macht. Die Auftrennung der Proben erfolgte durch eine nicht-reduzierende 10 %-ige SDS-PAGE. Die ausge-
wachsenen Bakterienkulturen waren in LB-Medium mit 50 pM IPTG bei 28 °C bzw. 37 °C gezogen worden. Die
Expression von AssmalS fand von dem Plasmid pCS13 und die von AssdegPg,1a VOn dem Plasmid pAB6 statt.
Der Nachweis von MalS erfolgte durch a-MalS-Antiserum. Die Laufh6he von oxidiertem (ox.) und reduziertem
(red.) MalS ist jeweils durch einen Pfeil gekennzeichnet.

4.6 Die Faltung von MalSn vitro

Nachdem die Faltung von Mal vivo untersucht war, sollte durch eine Charakterisierung
der in vitro Faltung Unterschiede und Gemeinsamkeiten ausgearbeitet werden. Aul3erdem
ergab sich die Mdglichkeit eine eventuelle direkte Interaktion von DegP bei der Faltung von
MalS nachzuweisen. Fir die Analyse der Faltung von Mal&itro wurde ein signalse-
guenzloses Derivat von MaldgsMalS) gereinigt. Dieses Protein hat den Vorteil, dal3 auf-
grund der cytoplasmatischen Lokalisierung die Cysteine im reduzierten Zustand vorliegen
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und das Protein auch nicht in eine enzymatisch aktive Konformation falten kann
(Kapitel 4.5.9). WeilAssMalS noch nicht in seiner nativen Konformation vorlag, wird im
folgenden von einer Faltung und nicht von einer Rickfaltung gesprochen. Als Indikatoren fir
eine Faltung vodssMalS dienten die Ausbildung von Disulfidbriicken, die anhand des Lauf-
verhaltens auf einer SDS-PAGE bestimmt worden ist, und das Erlangen der enzymatischen
Aktivitat, das mit dem Substrat PG-6 photometrisch quantifiziert wurde.

4.6.1 Die Reinigung voAssMalS nach Expression von dem Plasmid pCS13

Die Klonierung des Plasmids pCS13 diente der erleichterten ReinigunissbdtalS. Von
diesem Plasmid wirdAssmalSals N-terminales His-Tag-Protein exprimiert. Durch den
His-Tag wird die Reinigung erheblich erleichtert. DEsmalSGen ist auf diesem Plasmid
unter der Kontrolle des;R-Promotors. Nach der Induktion mit IPTG konnte das Protein dra-
stisch Uberexprimiert werden, so dal3 es als ein unldsliches Aggregat im Cytoplasma vorlag.
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Abb. 4-14. Reinigung von AssMalS.

Fur Abb. 4-14 wurden je 10 ug Protein mittels einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieBend mit
Coomassie angeféarbt. Die Position von MalS ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. Die Expression von AssmalS
erfolgte in dem Stamm DHB4 von dem Plasmid pCS13 durch die Zugabe von IPTG zu einer Konzentration von
1 mM. Die Reinigung erfolgte unter denaturierenden Bedingungen (8 M Harnstoff) bei Raumtemperatur wie unter
Kapitel 3.8.4.2 beschrieben.

1. Ganzzellextrakt von DHB4pCS13, uninduziert; 2. Ganzzellextrakt von DHB4pCS13, induziert mit 1 mM IPTG;
3. AssMalS nach der Reinigung durch eine Ni-NTA-S&ulenchromatographie.
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Das Protein konnte nicht in die aktive Konformation falten, da in exprimierenden Stammen
keine erhthte MalS-Aktivitat gemessen werden konnte (Daten nicht geZagijalS kann
auch nicht in einem Stamm mit ein@tA4-Mutation in das Periplasma transportiert werden.
Die Translokation wird durch vier Arginine vor dem reifen Teil von MalS verhindert (Daten
nicht gezeigt). Diese Arginine sind bei der Konstruktion eingefuihrt worden und stammen vom
Vektor pQE31. N-terminal lokalisierte Aminosduren mit positiver Ladung verhindern die
Translokation signalsequenzloser periplasmatischer Protepr@Ad-Mutanten (Prinz et al.,
1996). Die Reinigung erfolgte deswegen unter denaturierenden Bedingungen mit
8 M Harnstoff. Da der Reinigungspuffer einen sehr sauren pH-Wert (pH 4,5) hatte, konnte es
nicht zur Ausbildung von Disulfidbriicken wahrend der Reinigung kommen. Das gereinigte
ProteinAssMalS lag nach der Reinigung somit als komplett denaturiertes Protein ohne Disul-
fidbriicken vor. Die Uberexpression nach der Induktion mit IPTG und die Reinheit (> 95 %)
des isolierten Proteins sind in der Abbildung 4-14 dokumentiert.

4.6.2 Die Faltung von gereinigterdssMalS kann durch ein Verdiinnen des
Harnstoffes induziert werden

Eine Faltung von MalS konnte durch ein schlagartiges Verdinnen des Harnstoffes erzielt
werden. Dad\ssMalS bildete Disulfidbriicken aus, und eine enzymatische Aktivitat war mef3-
bar. Jedoch konnte durch diese ,spontane” FaltunghdsklalS nicht vollstandig in seine
native Konformation tberfiihrt werden. Lediglich 20 - 25 % des Gesamtproteins bildete die
Disulfidbriicken aus und war enzymatisch aktiv. Die Ausbildung der Disulfidbriicken in
AssMalS scheint durch den im Faltungspuffer gelésten Sauerstoff katalysiert zu werden. Die
Faltung desdssMalS und ihre Optimierung war von den verschiedensten Bedingungen im
Faltungspuffer abhangig und ist in den folgenden Kapiteln beschrieben. Da als Kontrolle bei
allen Faltungsexperimenten die ,spontane” Faltung in den Aktivitatstests und auf den Gelen
dokumentiert ist, wurde sie hier nicht separat dargestellt.

4.6.3 Die Faltung vomissMalS wird durch das Redoxpotential bestimmt

Bei derin vitro Faltung von Proteinen, die Disulfidbricken haben, spielt das Redoxpoten-
tial eine entscheidende Rolle fur die Effektivitat der Disulfidbrickenausbildung und damit
haufig auch fur die komplette Faltung. Deshalb wurde zunéchst der Einflul3 verschiedener
Redoxpotentiale auf die Faltung von MalS bestimmt. Die Einstellung eines bestimmten Re-
doxpotentials erfolgte durch eine Mischung aus reduziertem (GSH) und oxidiertem (GSSG)
Glutathion. Die Bestimmung der Faltung von MalS unter den verschiedenen Redoxpotentia-
len geschah durch das Messen der enzymatischen Aktivitat. Die Ergebnisse sind in der Ta-
belle 4-14 zusammengefal3t.

Eine Verbesserung der Faltung im Vergleich zu der ,spontanen” Faltung wurde bei fast
allen getesteten Redoxpotentialen gemessen. War die Konzentration von reduziertem
Glutathion hoher als die von oxidiertem Glutathion, konnte eine deutlich bessere Faltung be-
obachtet werden als bei umgekehrten Konzentrationsverhaltnissen. Beim Einsatz von
GSH-Konzentrationen von mehr als 20 mM wurde eine Faltung inhibiert. Als eine optimales
Redoxpotential erwiesen sich die Endkonzentration von 2,5/0,5 mM (GSH/GSSG). Fir alle
nun folgenden Experimente wurde deshalb bei der Zugabe von Glutathion diese Konzentrati-
on gewahlt.
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Tab. 4-14. MalS-Aktivitat nach der Faltung bei unterschiedlichem Redoxpotential.

Die Faltung von MalS erfolgte nach dem Verdiinnen von 3 pug AssMalS 1:25 in 100 mM Tris/HCI, pH 8,7, das mit
GSH und GSSG zu den entsprechenden Endkonzentrationen versetzt war, fir eine Stunde bei 28 °C. Eine
MalS-Aktivitat von 100 % entspricht 183 nmol hydrolysiertem PG-6 pro Minute und mg AssMalS bei Raum-
temperatur.

GSH/GSSG (in mM) MalS-Aktivitat (in %)

-I- 100
2,5/0,5 155
5,0/1,0 145
10,0/2,0 100
20,0/4,0 5
0,5/2,5 120
1,0/5,0 86

4.6.4 Die Ausbildung der Disulfidbriicken ist essentiell flr die Faltung von
AssMalS in die enzymatisch aktive Konformation

Die Ausbildung von Disulfidbriicken iAssMalS bei der Faltung kann durch die Zugabe
des Reduktans DTT verhindert werden. Durch DTT werden sich bildende und bereits ausge-
bildete Disulfidbriicken reduziert. Diese Experimente klaren, ob bendetro Faltung eine
Ausbildung der Disulfidbriicken in MalS ebenso wie beiiderivo Faltung (Kapitel 4.5.1)
essentiell sind oder eine Faltung auch ohne Disulfidbriicken stattfinden kann. Die Faltung
erfolgte unter vier verschiedenen Bedingungen: i) ,spontan®, ii) in Gegenwart des Oxidants
Glutathion, iii) in Gegenwart von DTT und iv) in Gegenwart von Glutathion und einer Re-
duktion der Disulfidbricken nach der Faltung durch DTT. Bei allen Ansatzen wurde die
MalS-Aktivitat (Tabelle 4-15) bestimmt und der Status der Disulfidbriicken auf einem
SDS-Gel analysiert (Abbildung 4-15).

Tab. 4-15. MalS-Aktivitat nach der Faltung in Gegenwart von DTT.

Die Faltung von MalS erfolgte fiir eine Stunde nach dem Verdiinnen von 3 pg AssMalS 1:25 in dem Faltungspuf-
fer (100 mM Tris/HCI, pH 8,7) bei 28 °C. Der Faltungspuffer war bei - mit GSH/GSSG zu 2,5/0,5 mM und bei +
mit DTT zu 30 mM versetzt. Im Falle von # wurde nach der Faltung DTT zur Reduktion der Disulfidbriicken zu
einer Endkonzentration von 30 mM zugesetzt. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat erfolgte mit dem
Substrat PG-6 bei Raumtemperatur.

MalS-Aktivitat

Faltungsbedingung (in nmol/(min mq))
spontan 55
oXx.° 115
ox./red®# 87
red* 1

Die Faltung in Gegenwart von Glutathion verbessert die Disulfidbrickenausbildung im
Vergleich zur ,spontanen” Faltung. Wahrend bei der ,spontanen” Faltung nur ca. 25 % des
Proteins Disulfidbriicken ausbildete, konnte dies durch Glutathion auf Gber 50 % gesteigert
werden. Die nach der Faltung bestimmten enzymatischen Aktivitaten entsprachen dem Grad
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der Disulfidbrickenausbildung. Unter reduzierenden Bedingungen wurden keine Disulfid-
briicken ausgebildet und nur 2 % der Aktivitat der ,spontanen” Faltung gemessen. Fand die
Reduktion der Disulfidbriicken nach der Faltung in Gegenwart von Glutathion statt, hatte dies
zwar einen Einflu auf den Status der Disulfidbrticken, nicht jedoch auf die enzymatische
Aktivitat. Trotz einer vollstandigen Reduktion der Disulfidbricken entsprach die gemessene
Aktivitat noch 75 % der des gleichen Ansatzes ohne DTT. Eine Ausbildung der Disulfidbrik-
ken ist bei einer Faltung vitro wie auchin vivo essentiell.

DTT
GSH/GSSG

DTT
GSH/GSSG

—— OX.

|
I

94 kDa|
~r— red.

I
|
|
|

67 kDa

Abb. 4-15. Status der Disulfidbriicken in MalS nach der Faltung unter reduzierenden Bedingungen.

Die Faltung von MalS erfolgte fur eine Stunde nach dem Verdiinnen von 10 pg AssMalS 1:25 im Faltungspuffer
(100 mM Tris/HCI, pH 8,7) bei 28 °C. Der Faltungspuffer war bei Zugabe von DTT zu 30 mM DTT und bei
GSH/GSSG zu 2,5/0,5 mM GSH/GSSG versetzt worden. Bei Zugabe von GSH/GSSG DTT wurde nach der Fal-
tung in Gegenwart von 2,5/0,5 mM GSH/GSSG das DTT zu einer Konzentration von 30 mM zur Reduktion der
gebildeten Disulfidbriicken eingesetzt. Nach der Faltung wurde das Protein durch TCA geféllt und auf ein
nicht-reduzierendes 10 %-iges SDS-Gel geladen.

4.6.5 Die Faltung vomAssMalS ist abhangig von der Temperatur

Eine Temperaturabhéangigkeit bei der spontanen Faltung von Proieiwgro wurde be-
reits fur viele Proteine beobachtet. Die Faltung vieler Proteine lauft unter kiihlen Temperatu-
ren (4°C bis 10°C) besser ab, als bei hoheren. Dadurch hat die Faltungszeit vielfach auch
einen Einflul3 und ist bei niedrigen Temperaturen meist verlangert. Die Faltudgs®ialS
in Abhéangigkeit der Temperatur wurde untersucht, indem die wiedergewonnene enzymati-
sche Aktivitat (Tabelle 4-16) und die Ausbildung der Disulfidbriicken nach einer Faltung bei
Temperaturen zwischen°€ und 37°C analysiert wurde.

Die Faltung vomAssMalS war bei einer Temperatur voAG sehr langsam. Nach einem
Zeitraum von einer Stunde konnte unter ,spontanen” Bedingungen nur <1 % und unter oxi-
dierenden Bedingungen 10 % der enzymatischen Aktivitat im Vergleich zur Faltungaei 28
gemessen werden. Verlangert man die Faltungszeit von einer auf 21 Stunden, ist bei einer
Temperatur von 4C ein deutlicher Unterschied festzustellen. Die ,spontane“ Faltung ist
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50fach verbessert und bei Unterstitzung durch Glutathion 11fach. Die Faltung muf bei nied-
riger Temperatur wesentlich langsamer ablaufen als bei Temperaturen zwiscl@2ird

30°C. Allerdings wurde trotz der verlangerten Faltungszeit nicht die gleiche Effizienz wie bei
21°C oder 28C erreicht. Die Faltung zwischen 20 und 30°C war nach einer Stunde fast
vollstéandig abgelaufen. Eine Verlangerung der Faltungszeit hatte nur einen geringen Einflul3.
Fand die Faltung bei einer Temperatur vorf@7statt, war nach einem Zeitraum von einer
Stunde nur 2 % und nach 21 Stunden 14 % der Aktivitat im Vergleich zur Faltung 1&i 21
melbar. Eine ,spontane” Faltung bei 8 war deutlich geringer und ineffizienter als bei
niedriger Temperatur (4C). Eine Faltung bei 37C in Gegenwart von Glutathion verbesserte
zwar die Ausbildung der Disulfidbriicken, jedoch wurde nur eine geringe enzymatische Akti-
vitat von 7 % im Vergleich zur Faltung bei 2@ oder 28C gemessen. Durch eine auf

21 Stunden verlangerte Faltungsdauer konnte die Faltungseffizienz gesteigert werden.

Tab. 4-16. Aktivitat von AssMalS nach Faltung bei unterschiedlichen Temperaturen und Zeitraumen.

Die Faltung von MalS erfolgte fiir eine bzw. 21 Stunden nach dem Verdiinnen von 0,8 pug AssMalS 1:25 in dem
temperierten Faltungspuffer (100 mM Tris/HCI, pH 8,7). Der Faltungspuffer war bei # mit Glutathion zu
2,5/0,5 mM GSH/GSSG versetzt. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat erfolgte mit dem Substrat PG-6
bei Raumtemperatur und ist in nmol hydrolysiertem PG-6 pro Minute und mg AssMalS angegeben.

Faltungstemperatur (itC)

4 21 28 37
Faltungsbedingung MalS-Aktivitat (in nmol/(min mg))
spontan; 1 h 1 125 114 3
GSH/GSSG; 1 h 11 183 185 13
spontan; 21 h 47 143 119 20
GSH/GSS@; 21 h 123 185 203 85

Die gemessenen Aktivitaten korrelieren mit der Ausbildung der Disulfidbriicken in
AssMalS (Abbildung 4-16). Bei einer Faltungsdauer von einer Stunde war unter ,spontanen”
Bedingungen bei einer Temperatur votkeine und bei 37C nur eine geringe Ausbildung
zu beobachten. Die Ausbildung der Disulfidbriicken bei@1ind 28°C war gleich gut. Die
Zugabe von Glutathion erhéhte bei allen Faltungstemperaturen die Effizienz der Ausbildung
der Disulfidbricken.
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Abb. 4-16. Faltung von AssMalS bei unterschiedlichen Temperaturen.

Die Faltung von MalS erfolgte fiir eine Stunde nach dem Verdinnen von 3 pug AssMalS 1:25 in dem Faltungspuf-
fer (100 mM Tris/HCI, pH 8,7), der auf die jeweilige Temperatur vorgewarmt war. Bei der Zugabe von Glutathion
war der Faltungspuffer mit GSH/GSSG-Konzentrationen von 2,5/0,5 mM versetzt. Die Proben wurden nach der
Faltung mit TCA gefallt und mittels eines nicht-reduzierenden 10 %-igen SDSGels aufgetrennt und mit Coomas-
sie angefarbt. Die Laufhéhe von oxidiertem (ox.) und reduziertem (red.) MalS ist durch einen Pfeil gekennzeich-
net.

4.6.6 Der Einflul3 von DsbA auf die Faltung voAssMalSin vitro ist gering

Die Ausbildung von Disulfidbricken wirdn vivo durch die Disulfidbricken-
Oxidoreduktase DsbA katalysiert (Bardwell et al., 1991), und auch die effiziente Disulfid-
briickenausbildung in MalS ist von DsbA abhangig (Kapitel 4.5.1). Awefitro kann die
Ausbildung von Disulfidbricken in Proteinen durch DsbA katalysiert werden (Frech und
Schmid, 1995). DsbA ist besonders dann geeignet, wenn die Disulfidbrickenausbildung ge-
schwindigkeitsbestimmend fur die Faltuimgvitro ist. Da die korrekte Faltung oft mit einer
unspezifischen Aggregation wahrend des Faltungsvorganges konkurriert (Zettimeissl et al.,
1979), kdnnen bei Verwendung von DsbA nicht nur kiirzere Zeiten fur die Ruckfaltung, son-
dern auch grél3ere Ausbeuten an nativem Protein erwartet werden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde nur der Effekt von DsbA auf die Ausbeute der FaltunghssiMalS untersucht.

Durch eine Zugabe von DsbA konnte die Faltung nur geringfligig gesteigert werden. Die
Bestimmung der MalS-Aktivitat (Tabelle 4-17) zeigte, dal3 bei dem Einsatz vopN,02
bzw. 0,2uM DsbA bei der Faltung die Aktivitat um 10 bzw. 17 % anstieg. Erst bei
DsbA-Konzentrationen von|2M konnte eine Steigerung um 50 % festgestellt werden. Bei
dieser hohen DsbA-Konzentration ist allerdings nicht mehr von einer katalytischen Ausbil-
dung der Disulfidbricken auszugehen. Das als Kontrolle eingesetzte BSA hatte keinerlei Ein-
fluld auf die Faltung voAssMalS.

Auch bei einer Faltungstemperatur von°87(Daten nicht gezeigt), konnte kein starkerer
Effekt von DsbA bestimmt werden.
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Tab. 4-17. MalS-Aktivitdt nach Faltung von  AssMalS in Gegenwart von unterschiedlichen DsbA-Konzen-
trationen.

Nach dem Verdiinnen von 0,8 pug AssMalS 1:25 in 100 mM Tris/HCI, pH 8,7 fand die Faltung fiir eine Stunde bei
28 °C statt. Der Faltungspuffer war im Falle von Glutathion zu 2,5/0,5 mM GSH/GSSG und beim Einsatz von
DsbA und BSA zu den angegebenen Endkonzentrationen versetzt. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat
erfolgte als unabhangige Doppelbestimmung (Abweichung max. 5 %) mit dem Substrat PG-6 bei Raumtempera-
tur und ist in nmol hydrolysiertem PG-6 pro Minute und mg AssMalS angegeben.

MalS-Aktivitat

Faltungsbedingung (in nmol/(min mg))
spontan 79
GSH/GSSG 125
GSH/GSSG + 0,0RAM DsbA 137
GSH/GSSG + 0,2QM DsbA 146
GSH/GSSG + 2,00M DsbA 187
GSH/GSSG + 1,00g BSA 120
GSH/GSSG + 10,00g BSA 122

Mit den bestimmten MalS-Aktivitaten korrelierte der Grad der Disulfidbriickenbildung
(Abbildung 4-17). Bei Inkubation mit Glutathion war die Effizienz im Vergleich zur
»Sspontanen” Faltung gesteigert, konnte aber durch eine Zugabe von DsbA nicht wesentlich
erhoht werden.
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Abb. 4-17. Disulfidbriickenausbildung in Gegenwart unterschiedlicher DsbA-Konzentrationen.

Die Faltung von MalS erfolgte bei 28 °C fiir eine Stunde nach dem Verdinnen von 3 pug AssMalS 1:25 in dem
Faltungspuffer (100 mM Tris/HCI, pH 8,7). Dem Faltungspuffer war Glutathion zu einer Konzentration von
2,5/0,5 mM (GSH/GSSG) und DsbA, wie angegeben, beigefligt. Die Proben wurden nach der Faltung mit TCA
gefallt und mittels eines nicht-reduzierenden 10 %-igen SDS-Gels aufgetrennt. Die Laufhdhe von oxidiertem (ox.)
und reduziertem (red.) MalS ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.
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4.6.7 AssMalS kann nur bei alkalischem pH-Wert falten

Nur bei einem pH-Wert > 8,0 konnen sich Disulfidbricken effektiv spontan durch die An-
wesenheit von Sauerstoff bilden. Bei einem niedrigerem pH-Wert muf3 eine Disulfidbricken-
bildung durch oxidierende Substanzen oder Proteine katalysiert werden. Die Bildung von
Disulfidbriicken kann durch Glutathion ab einem pH-Wert von pH 6,0 katalysiert werden
(Ruddock et al., 1996). DsbA hat die Eigenschaft bereits ab pH 4,0 als Disulfid-
Oxidoreduktase zu wirken (Wunderlich et al., 1993). Die Abh&ngigkeit der Faltung von
AssMalS vom pH-Wert (pH 6,0 bis pH 8,7) wurde durch die Analyse der Disulfidbricken-
ausbildung mittels eines SDS-Gels (Abbildung 4-18) und der Bestimmung der gewonnenen
enzymatischen Aktivitat (Tabelle 4-18) untersucht.

Tab. 4-18. MalS-Aktivitdten nach der Faltung von  AssMalS bei unterschiedlichen pHWerten.

Die Faltung von MalS erfolgte fir eine Stunde nach dem Verdinnen von 3 pug AssMalS 1:25 in dem vorgewarm-
ten Faltungspuffer (100 mM BisTris/HCI, pH 6,0 und 100 mM Tris/HCI bei pH 6,8 bis pH 8,7). Der Faltungspuffer
war bei # mit GSH/GSSG zu 2,5/0,5 mM und bei ° mit DsbA zu 0,2 uM versetzt. Die Bestimmung der enzymati-
schen Aktivitat erfolgte mit dem Substrat PG-6 bei Raumtemperatur und ist in nmol hydrolysiertem PG-6 pro Mi-
nute und mg AssMalS angegeben. Die Aktivitatsbestimmung erfolgte durch zwei voneinander unabhangige Mes-
sungen, die max. 10 % voneinander abwichen.

pH-Wert der Faltung
6,0 6,8 7,5 8,0 8,7

Faltungsbedingung MalS-Aktivitat (in nmol/(min mg))
spontan 4 5 32 43 88
GSH/GSSG@ 4 2 34 86 133
GSH/GSS@ DsbhA° 2 4 41 97 144

Bei einem pH-Wert von pH 6,0 oder 6,8 fand nahezu keine Disulfidbrickenbildung statt,
und eine enzymatische Aktivitat konnte nicht nachgewiesen werden. Bei pH 7,5 bildeten sich
Disulfidbriicken aus, jedoch konnte die Ausbildung nicht durch Glutathion oder DsbA kataly-
siert werden. Die Faltung war ineffektiv, da nur ein geringer Anteil des Proteins Disulfid-
briicken ausbildete und lediglich 36 % der Aktivitat im Vergleich zu der Faltung bei pH 8,7
nachgewiesen werden konnten. Bei pH 8,0 und 8,7 war die FaltungssbtalS wesentlich
effektiver, und die Bildung der Disulfidbriicken konnte durch Glutathion und DsbA kataly-
siert werden. Die Ausbeute der Faltung bei zusatzlicher Katalyse durch DsbA konnte nur um
13 bzw. 8 % (bei pH 8,0 bzw. 8,7) im Vergleich zur alleinigen Katalyse durch Glutathion
gesteigert werden.

Das ProteilfAssMalS kann somit bei einem sauren pH-Wert nicht falten. Bis zu einem
pH-Wert von pH 8,0 konnte durch Glutathion oder DsbA eine Disulfidbriickenbildung in
MalS nicht katalysiert werden. Ab diesem pH-Wert war eine Katalyse moglich, wobei der
Beitrag des DsbA gering war.



4. Ergebnisse 87
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Abb. 4-18. Disulfidbrickenausbildung in ~ AssMalS bei unterschiedlichen pH-Werten.

Die Faltung von MalS erfolgte fiir eine Stunde nach dem Verdinnen von 3 pg AssMalS 1:25 in dem Faltungspuf-
fer. Als Puffer wurde bei pH 6,0 BisTris/HCI und bei allen anderen pH-Werten Tris/HCI in einer Endkonzentration
von 100 mM gewahlt. Wenn durch (+) bezeichnet, war dem Faltungspuffer Glutathion zu einer Konzentration von
2,5/0,5 mM (GSH/GSSG) und DsbA zu 0,2 pM beigefiigt. Die Proben wurden nach der Faltung mit TCA gefallt
und mittels eines nicht-reduzierenden 10 %-igen SDS-Gels aufgetrennt. Die Laufhthe von oxidiertem (ox.) und
reduziertem (red.) MalS ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

4.6.8 PG-6 inhibiert die Faltung vonAssMalS

Die Faltung von Proteineim vivo findet meist in Gegenwart ihrer Substrate statt und auch
in vitro kann in manchen Fallen durch die Substrate die Effektivitat der Faltung gesteigert
werden (Buchner et al., 1998). Um einen Effekt des Substrats PG-6 auf die Faltung von
AssMalS zu studieren, wurde die Faltung vissMalS (81 nM) in Gegenwart von PG-6
(2 mM) durchgefiihrt. Die Faltung fand fiur eine Stunde béi@5tatt. Nach diesem Zeitraum
konnte keinerlei enzymatische Aktivitat bestimmt werden. Auch nach einer verlangerten In-
kubation bei dieser Temperatur oder einer erneuten Zugabe von Substrat war keine
MalS-Aktivitdt nachweisbar. Weder die Anwesenheit von Glutathion (2,5/0,5 mM
GSH/GSSG) noch DsbA {@M) im Ansatz konnte eine Faltung von MalS in Gegenwart des
Substrats unterstlitzen. Das Substrat PG-6 ist somit zugleich ein Faltungsinhibitor von MalS.
Dies gewahrleistete, dal3 nach dem Starten der enzymatischen Reaktion die Faltung gestoppt
und exakt dieser Status durch eine Bestimmung der enzymatischen Aktivitat analysiert wer-
den konnte. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat AssMalS nach der Faltung
fand haufig bei anderen Temperaturen oder pH-Werten als die vorangegangene Faltung statt,
was jedoch aufgrund der Inhibition durch PG-6 keinerei Einflul3 auf den Faltungsstatus hatte.

4.6.9 Die Faltung von Mal3n vitro in Gegenwart von DegP und Deg&1oa
4.6.9.1 Reinigung von DegP und DegR;oa

Bei einer ,spontanen” Faltung vitro ist der Sauerstoff das einzige Oxidationsmittel fur
die Disulfidbriickenbildung. Bei der Faltung von MatSvivo ist die Disulfidbriickenbildung
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hingegen in einendsbA-Stamm nicht nur abhéngig vom Sauerstoff, sondern auch noch von
der Protease DegP. Um einen Effekt von DegP auf die Faltung vonitvat® zu untersu-

chen, wurden die Proteine DegP und DggRa gereinigt. Da die Reinigung tber klassische
Methoden aufwendig und mit einer geringen Ausbeute verbunden ist (Cavard et al., 1989),
wurden die Plasmide pCS20 und pCS21 konstruiert. Auf diesen Plasmiddagisbzw.
degRs2104a Unter Kontrolle des durch IPTG induzierbaren Promotggs Pies ermoglicht

eine effiziente Uberproduktion. Als Ausgangsvektor fir die Klonierung der Plasmide pCS20
und pCS21 diente pCS19. Die GaegPunddegRso10a Wurden so in pCS19 einkloniert,

daf3 sich vor dem Stopcodon die Sequenz (CAT GAEjindet, wodurch die Genexpression

als C-terminale His-Tag-Proteine erfolgt. Die Reinigung der Proteine konnte deshalb nach der
Lyse der Zellen durch nur einen Schritt, einer Ni-NTA-Séule, erfolgen. Die Induktion durch
IPTG und die Reinheit des gereinigten Proteins ist fur die Proteine DegP ungypggduf

der Abbildung 4-19 bzw. 4-20 dargestellt. Die Proteine laufen auf einer SDS-PAGE bei ihrem
theoretischen Molekulargewicht von 48 kDa. DegP ifstvivo autoproteolytisch aktiv
(Lipinska et al., 1990). Die zwei Hauptspaltstellen sind nach Cystein-69 und Glutamin-82 des
reifen Proteins (Skérko-Glonek et al., 1995b). Die Produkte der Proteolyse haben eine mole-
kulare Masse von 41 bzw. 40 kDa. Da bei DggRa keine Spaltprodukte identifiziert wur-

den, ist dies bereits ein erster Hinweis, dal3 das Protein nicht proteolytisch aktiv ist.

<¢—DegP

Abb. 4-19. Uberproduktion und Reinigung von DegP.

Fur die Reinigung von DegP wurde der Stamm CLC198pCS20 bei 28 °C gezogen. Die Expression von degP
erfolgte nach der Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 10 pM Uber Nacht. Die Lyse der Zellen er-
folgte durch die French Press und die daran anschlieRende Reinigung von DegP durch eine Ni-NTA-S&ule. Die
Auftrennung von jeweils 15 pg Protein erfolgte durch ein 10 %-iges SDS-Gel unter reduzierenden Bedingungen
und anschlieBende Anfarbung durch Coomassie.

Molekulargewichtsstandard; 1. Ganzzellextrakt von CLC198pCS20, uninduziert; 2. Ganzzellextrakt von
CLC198pCS20, induziert mit 10 uM IPTG; 3. DegP nach der Ni-NTA-Saule.
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Abb. 4-20. Uberproduktion und Reinigung von DegP  g510a-

Fir die Reinigung von DegPgy10a Wurde der Stamm CLC198pCS21 bei 28 °C gezogen. Die Expression von
degPg510p erfolgte nach der Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 10 uM Gber Nacht. Die Zellen sind
durch die French Press aufgeschlossen und das Protein DegPg,1gp Uber eine daran anschlieende Ni-NTA-
Séaule gereinigt worden. Die Auftrennung von jeweils 15 pg Protein erfolgte durch ein 10 %-iges SDS-Gel unter
reduzierenden Bedingungen und anschlieBende Anfarbung durch Coomassie.

Molekulargewichtsstandard; 1. Ganzzellextrakt von CLC198pCS21, uninduziert; 2. Ganzzellextrakt von
CLC198pCs21, induziert mit 10 uM IPTG; 3. DegP g1 Nach der Ni-NTA-Saule.

4.6.9.2 DegRy1paist proteolytisch inaktiv

Die proteolytische Aktivitdt von Proteasen kann durch Resorufin-markiertes Casein als
universelles Substrat quantifiziert werden. Um nachzuweisen, ob dassfiggfine pro-
teolytische Aktivitat besitzt, wurde die Aktivitat mit diesem Substrat bestimmt. Es konnte im
Gegensatz zu DegP keine Aktivitat nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Weitere
Nachweise zur proteolytischen Inaktivitdt ergeben sich aus der Unfahigkeit, reduziertes oder
ungefaltetes MalS abzubauen (Kapitel 4.9.1.1).

4.6.9.3 DegRy1pahat keinen Einflul® auf die enzymatische Aktivitat von MalS

Bevor ein Einflufd von Deggb19aund des als Kontrolle verwendeten BSA auf die Faltung
von AssMalS studiert werden konnte, muf3te geprft werden, ob diese Proteine die enzymati-
sche Aktivitat von bereits gefaltetem MalS beeinflussen. Hierflir wurde natives MalS mit
DegRso10a bzw. BSA inkubiert und anschliel3end die enzymatische Aktivitat bestimmt
(Tabelle 4-19).
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Tab. 4-19. Einflul? von DegP 510 Und BSA auf die MalS-Aktivitat.

AssMalS (30 pg/ml) wurde in einem Puffer von 50 mM Tris/HCI, pH 8,7 fir finf Minuten mit DegPg51a bzw. BSA
(Endkonzentration je 15 pug/ml) bei Raumtemperatur inkubiert. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat er-
folgte bei Raumtemperatur mit dem Substrat PG-6. Eine Aktivitat von 100 % entspricht 600 nmol hydrolysiertem
PG-6 pro Minute und mg MalS. Die Aktivitatsbestimmung erfolgte durch eine Doppelbestimmung, deren Werte
max. 5 % voneinander abwichen.

MalS-Aktivitat (in %)

- 100
DegPRs210a 98
BSA 92

Weder in Gegenwart von DegPR;ganoch in Gegenwart von BSA konnte ein signifikanter
EinfluR auf die MalS-Aktivitat beobachtet werden. Ein Anstieg der enzymatischen Aktivitat
nach der Faltung voAssMalS in Gegenwart der beiden Proteine kann somit nicht auf einer
Steigerung der Aktivitat des nativen Proteins beruhen.

4.6.9.4 DegP ist bei der Harnstoffkonzentration im MalS-Faltungspuffer noch proteoly-
tisch aktiv

AssMalS liegt nach der Reinigung in 8 M Harnstoff vor. Eine Faltung wird durch das Ver-
dinnen des Harnstoffs auf 0,32 M initiiert. DegP kann eine Faltund\s®MalS nur unter-
stitzen, wenn seine Stabilitat nicht durch diese Harnstoffkonzentration beeintrachtigt wird.
Als Kriterium fur die Stabilitdt diente die proteolytische Aktivitat, die bei verschiedenen
Harnstoffkonzentrationen mit Resorufin-markiertem Casein bestimmt wurde (Tabelle 4-20).
Es sind Harnstoffkonzentrationen von 0 mM bis 2,5 mM getestet worden.

Tab. 4-20. Bestimmung der DegP-Aktivitat bei unterschiedlichen Harnstoffkonzentrationen.

Die proteolytische Aktivitdt von DegP wurde mit dem Substrat Resorufin-markiertes Casein bei 37 °C bestimmt.
Eine Aktivitdt von 100 % entspricht 0,2 nmol pro Minute und mg gespaltenes Substrat. Dem Reaktionspuffer
(Endkonzentration 90 mM Tris/HCI, pH 7,5) war 5 pg DegP und der Harnstoff zu der angegebenen Konzentration
zugefugt.

Harnstoffkonzentration (in M) DegP-Aktivitat (in %)
0,00 100
0,10 101
0,32 88
0,50 51
0,75 33
1,00 21
1,28 15
2,50 3

Bei Harnstoffkonzentrationen bis 300 mM war nur ein schwacher Abfall (12 %) der
DegP-Aktivitat bemerkbar. Ein deutlicher Verlust der proteolytischen Aktivitat trat erst bei
Konzentrationen > 500 mM auf, und ab einer Konzentration von 2,5 M war keine Aktivitat
mehr bestimmbar. DegP ist somit unter den BedingungefAssdialS-Faltung aktiv und sta-
bil.
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4.6.9.5 DegP und Degéb;gaunterstitzen die Ausbildung der Disulfidbriicken bei der
Faltung von AssMalS

Um den Einflul3 von DegP auf die Faltung wssMalS zu bestimmen, wurde die Disul-
fidbrickenausbildung voAAssMalS in Anwesenheit von DegP und Dggfya analysiert. Das
Protein war nach der Faltung ausgefallt, iber eine SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie
angefarbt worden (Abbildung 4-21).
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Abb. 4-21. Disulfidbriickenausbildung bei der Faltung von AssMalS in Gegenwart von DegP und

DegPg210A-
(A) Die Faltung von 5 pg AssMalS war durch eine 1:25 Verdunnung im Faltungspuffer (100 mM Tris/HCI, pH 8,7),

der auf 28 °C vorgewarmt war, gestartet worden.

(B) 15 pg AssMalS wurden in auf die entsprechende Temperatur vorgewarmten Faltungspuffer 1:25 verdinnt.
(A) + (B) Der Faltungspuffer war, wenn aufgefiihrt, mit Glutathion oder &quimolaren Konzentrationen an DegP,
DegP 5510 0der BSA supplementiert. Nach einstiindiger Faltung wurde das Protein mit TCA gefallt, mittels nicht-
reduzierender 10 %-iger SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie geféarbt.

Die Abbildung 4-21 (A) zeigt die Disulfidbrickenausbildung nach einer Faltung I5€ 28
unter verschiedenen Bedingungen. Bei einer ,spontanen” Faltung bilden ca. 20 % des Pro-
teins die Disulfidbriicken aus. In Gegenwart von Glutathion ist der Anteil von oxidiertem
MalS auf ca. 50 % erhoht. Bei der Faltung in Anwesenheit von DegP undsPggRvar
eine weitere Steigerung des Anteils an oxidiertem MalS nachweisbar. Bei einer Temperatur
von 28°C unterstitzen sowohl Degpgaals auch DegP die Ausbildung von Disulfidbruik-
ken vonAssMalS bei der Faltung. Als Kontrolle dienten die Proteine BSA und Lysozym (die
Kontrolle mit Lysozym ist nicht gezeigt). Beide Proteine konnten nicht die Ausbildung der
Disulfidbriicken in MalS unterstitzen. Der Anteil an oxidiertem MalS entspricht dem bei der
»Spontanen“ Faltung. Bei der zusétzlichen Proteinbande, die etwas hohermolekularer als oxi-
diertes MalS lauft, handelt es sich nicht um eine Form von MalS, sondern um das
BSA-Dimer, das in der BSA-Fraktion vorlag.
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In der Abbildung 4-21 (B) ist die Faltung bei unterschiedlichen Temperaturen dargestelit.
DegRs210a konnte nicht nur bei 28C die Ausbildung von Disulfidbriicken unterstitzen,
sondern auch bei 3T und 42°C. Der Anteil von MalS mit Disulfidbricken war insbeson-
dere bei 42C drastisch im Vergleich zur Faltung in Anwesenheit von Glutathion erhoht. In
Gegenwart von DegP wurde mit der Temperaturerh6hung zunehmend reduziertes MalS abge-
baut. Ebenso scheint die komplette Proteinmenge reduziert zu sein. Mit steigender Tempera-
tur fand ein schneller Abbau von reduziertem MalS statt und nur der Anteil, der ,spontan”
faltete, konnte dem Abbau entgehen. Die Mdéglichkeit, dal? DegP zuddsihéalS faltet und
dann abbaut, kann ausgeschlossen werden, da korrekt gefaltetes MalS kein Substrat fir DegP
darstellt (Kapitel 4.9.1.2).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 DegP bei niedriger Temperatur Chaperonaktivitat
hat, die bei erhohter Temperatur von der Proteaseaktivitat tberlagert wird.

4.6.9.6 Die Faltung vomissMalS in der Anwesenheit von Degé»10aerhoht die Ausbeu-
te an aktivem MalS

Um die Chaperonaktivitdt von DegP ndher zu charakterisieren, wurde der Effekt von un-
terschiedlichen DegfqoxKonzentrationen auf die Faltung véyssMalS untersucht. Die
Faltung vonAssMalS ist bei 28C, 37°C und 42°C durchgefiihrt worden. Die Zugabe von
DegPso104 erfolgte bis zu einem 40fachen molaren UberschuR (DodecamekpPegRu
Monomer MalS). Die wiedererlangte enzymatische Aktivitat von MalS unter den verschiede-
nen Bedingungen ist in der Abbildung 4-22 graphisch dargestellt.
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Abb. 4-22. Faltung von AssMalS in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von DegP S210A-

Die Faltung von AssMalS (27 pg/ml) wurde durch ein Verdinnen des Proteins 1:25 in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0,
das auf 28 °C (e), 37 °C (j ) oder 42 °C (A) vorgewarmt war und DegP g51p in der angegebenen Konzentration
enthielt, erzielt. Die Faltung fand fur eine Stunde bei der entsprechenden Temperatur statt. AnschlieBend wurde
die MalS-Aktivitat mit dem Substrat PG-6 bei Raumtemperatur bestimmt und ist in nmol hydrolysiertem PG-6 pro
Minute und mg AssMalS angegeben.
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Bis zu einer Deg§&,1gxKonzentration von ug/ml (&quimolar) wurde die Faltung von
AssMalS nicht beeinflu3t. Oberhalb dieser Konzentration stimulierte {3ggRdie Faltung
von DegP. Bei einer Temperatur von “ZB konnte die Faltung auf das maximal 5fache der
spontanen Faltung gesteigert werden. Eine FaltungAgésiMalS bei einer Temperatur von
37°C und 42°C ist zwar weniger produktiv als bei 28, aber die Stimulation durch
DegRso10aist starker. Die Ausbeute an aktivem MalS konnte durch BegRR bei 37°C auf
das maximal 7fache und bei 42 um das 10fache gesteigert werden.

Als Kontrolle, um einen unspezifischen Effekt auszuschlieBen, wurde das Titrationsexpe-
riment mit dem Protein Lysozym durchgefiihrt. Das Lysozym konnte die Faltung von
AssMalS nicht wesentlich steigern. Die Ergebnisse sind in Kapitel 4.8.1.5 aufgefuhrt.

4.6.9.7 Eine Faltung von MalS ohne die Ausbildung der Disulfidbriicken ist auch in Ge-
genwart von DegR»10a Nicht moglich

Fur die spontane Faltung véssMalSin vitro ist die Ausbildung der Disulfidbriicken un-
erlallich (Kapitel 4.6.4). Kann Degp;oa €ine Faltung voisssMalS ohne Knipfung der
Disulfidbricken vermitteln? Um diese Frage zu klaren, wurde die FaltungssialS unter
reduzierenden Bedingungen in der Anwesenheit von BggfR durchgefihrt und anschlie-
Rend die MalS-Aktivitat bestimmt (Tabelle 4-21).

Tab. 4-21. Faltung von AssMalS in Gegenwart von DegP g510a Unter reduzierenden Bedingungen.

Zur Faltung von AssMalS (30 ug/ml) wurde das Protein 1:25 in einem Puffer von 50 mM Tris/HCI, pH 8,7 verdiinnt
und fur eine Stunde bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. Unter den reduzierenden Bedingungen war
dem Puffer DTT zu 20 mM zugesetzt. Im Ansatz mit DegP g5 War dieses zu einer Konzentration von 0,25 uM
zugefligt worden. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat erfolgte bei Raumtemperatur mit dem Substrat
PG-6 und ist in nmol hydrolysiertem PG-6 pro Minute und mg AssMalS angegeben. Die Aktivitatsbestimmung
erfolgte durch eine unabhangige Doppelbestimmung, deren Resultate max. 5 % voneinander abwichen.

Faltungstemperatur (itC)

28 37
Faltungsbedingung MalS-Aktivitat (in nmol/(min mg))
spontan 43 7
+DTT 2 <1
+DTT + DegRy210a 1 <1

Die enzymatischen Aktivitdten nach einer Faltung unter reduzierenden Bedingungen in
Abwesenheit und Anwesenheit von DeglPya unterschieden sich nicht signifikant. Durch
DegRs210a kann somit eine Faltung nicht stimuliert werden. Eine FaltunghgésiMalS ohne
eine Ausbildung der Disulfidbricken ist auch mit Untersttitzung von BggR nicht még-
lich.
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4.7 DegP ist ein allgemeines Chaperon

Um zu untersuchen, ob DegP nur die Faltung von MalS stimulieren kann oder ein allge-
meines Chaperon ist, wurde der Effekt auf die Rickfaltung weiterer Proteine untersucht. Die-
se Proteine wurden so gewahlt, dal’ sie keine naturlichen Substrate fir DegP sein kdnnen,
weil sie in einem anderen Kompartiment als DegP lokalisiert sind.

4.7.1 DegP und Deggb1oaunterstutzen die Ruckfaltung von chemisch denatu-
rierter Citrat Synthase

Die Citrat Synthase ist ein haufig fir Riuckfaltungsstudien verwendetes Enzym. Die De-
naturierung des Enzyms erfolgte chemisch durch die Zugabe von Guanidiniumhydrochlorid
zu einer Endkonzentration von 6 M. Eine Riuckfaltung der Citrat Synthase wird durch das
Verdinnen des Guanidiniumhydrochlorids initiiert und kann tber die wiedergewonnene en-
zymatische Aktivitdt nachgewiesen werden. Diese wurde in Abhangigkeit der Rickfaltungs-
zeit bestimmt. Das Ergebnis ist in der Abbildung 4-23 gezeigt.
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Abb. 4-23. Reaktivierung von chemisch denaturierter Citrat Synthase in Gegenwart von DegP und
DegPs2104-

Die Citrat Synthase (0,15 pM) wurde durch die Zugabe von Guanidiniumhydrochlorid zu einer Endkonzentration
von 6 M und einer anschlieBenden Inkubation fur zwei Stunden bei Raumtemperatur denaturiert. Die Ruckfaltung
erfolgte durch eine 1:100 Verdinnung in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0 bei 28 °C spontan (e ) oder in Anwesenheit von
aquimolaren Konzentrationen an DegP (¢ ) oder DegP g,10a (0). Nach unterschiedlichen Zeitpunkten wurde ein
Aliguot entnommen und die enzymatische Aktivitat bestimmt. Die Aktivitat der Citrat Synthase ist in pmol gebil-
detes Coenzym A pro mg Protein und Minute bei 28 °C angegeben. Die enzymatische Aktivitat von nicht denatu-
rierter Citrat Synthase betrug 99 pmol pro Minute und mg Protein.

In der Abwesenheit von molekularen Chaperonen faltet die Citrat Synthase nicht zurtick.
Nur 3 % der Ausgangsaktivitat konnten nachgewiesen werden. Die Ruckfaltung in der Anwe-
senheit von DegP oder Degii g ist wesentlich effektiver. Beide Proteine wurden in aqui-



4. Ergebnisse 95

molarem Verhaltnis (Dodecamer DegP/Dggfya zum Dimer Citrat Synthase) zugegeben.
16 % (DegP) bzw. 18 % (DegPR1on) der Citrat Synthase falteten korrekt zurlick und waren
enzymatisch aktiv. Die Ruckfaltung von chemisch denaturierter Citrat Synthase konnte somit
durch DegP und Degf310a unterstiitzt werden. Als Kontrolle wurde der Effekt des Proteins
Lysozym auf die Rickfaltungseffizienz bestimmt. In Anwesenheit von Lysozym war keine
Steigerung der spontanen Rickfaltung mel3bar. Da die Rickfaltung bei einer Temperatur von
28 °C durchgefuhrt wurde, ist die proteolytische Aktivitat von DegP gering (Kapitel 4.9.4.1)
und hatte keinen Einfluf3.

Die Citrat Synthase ist ein weiteres Substrat fir das Chaperon DegP.

4.7.2 DegR>10akann denaturierte und aggregierte3-Galaktosidase renaturie-
ren

Die 3-Galaktosidase wurde durch die Zugabe von Guanidiniumhydrochlorid zu einer End-
konzentration von 6 M denaturiert. Die Denaturierung @t&alaktosidase durch Guanidini-
umhydrochlorid fihrt zu einer Aggregation des ungefalteten Proteins (Nichtl et al., 1998). Zur
Faltung mussen sich somit zuerst die Aggregate auflosen. Die Ruckfaltung der
B-Galaktosidase wurde durch ein Verdinnen des entfalteten Proteins bei unterschiedlichen
Temperaturen initiilert und anschlieRend die wiedergewonnene enzymatische Aktivitat gemes-
sen (Abbildung 4-24).
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Abb. 4-24. Riickfaltung von chemisch denaturierter B-Galaktosidase bei unterschiedlichen Temperaturen.

Die Denaturierung der 3-Galaktosidase erfolgte durch die Zugabe von Guanidiniumhydrochlorid zu einer Endkon-
zentration von 6 M und einer Inkubation fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur. Die Renaturierung erfolgte durch
eine 1:100 Verdinnung in Z-Puffer, der auf die jeweilige Temperatur vorgewarmt war und DegPg51p bzw. Lyso-
zym in aquimolarer Konzentration enthielt. Nach drei Minuten wurde ein Aliquot entnommen und die wiederge-
wonnene enzymatische Aktivitat bestimmt. Die enzymatische Aktivitat ist in nmol hydrolysiertem ONPG pro Mi-
nute und mg Protein bei Raumtemperatur angegeben. Die Aktivitat der B-Galaktosidase vor der Denaturierung
betrug 85 umol hydrolysiertes ONPG pro Minute und mg Protein.
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Da eine Stimulation durch DegP; ganur bei Temperaturen, bei denen DegP proteolytisch
inaktiv ist, festgestellt werden konnte, wurde auf den Einsatz von DegP verzichtet.

Die spontane Rickfaltung war bei allen getesteten Temperaturen gering (ca. 0,009 %). Ei-
ne Stimulation der Rickfaltung durch Deglyawar nur bei Temperaturen unterhalb°25
maoglich. Bei einer Temperatur von 16 war der gréf3te Effekt feststellbar. In Gegenwart
von DegRy10aWar die Ruckfaltung 45fach verbessert im Vergleich zu ,spontaner” Faltung,
und es konnten 0,4 % dBrGalaktosidase gefaltet werden. Bei der Ruckfaltung in Gegenwart
des Kontrollproteins Lysozym war kein oder nur ein wesentlich geringerer Effekt beobacht-
bar.

Die 3-Galaktosidase ist ein weiteres Substrat fur die Chaperonaktivitat von DegP.

4.7.3 Komplementation der Hitzesensitivitat einedegP-Stammes durch
DegPs210A

degP-Stamme sind hitzesensitiv und kdnnen bei Temperaturen oberh& @7 noch
schlecht und oberhalb 42 nicht mehr wachsen, da die Zellen lysieren. Um einen Hinweis
fur die Chaperonaktivitat von Degid vivo zu erhalten, wurde untersucht, ob durch
DegRso10a der temperatursensitive Phanotyp komplementiert werden kann. Ein
degP-Stamm, dedegPbzw.degRs21094 Von dem Plasmid pCS20 bzw. pCS21 exprimierte,
wurde auf NZA-Agarplatten mit unterschiedlichen IPTG-Konzentrationen ausgestrichen und
bei 42°C inkubiert (Abbildung 4-25).

In der Abwesenheit von IPTG oder Konzentrationen untgMlwar kein Wachstum
madglich. Bei Konzentrationen von 1M IPTG konnte durch eine Expression viegPdie
Temperatursensitivitdt aufgehoben werden. Das Wachstum entsprach einem Stamm mit
chromosomaledegRExpression. Der Stamm, ddegR,10a €Xxprimierte, komplementierte
den Phanotyp erst bei htheren IPTG-Konzentrationen(¥)0Bei starker Uberexpression
(1000uM) der beiden Proteine geht die Fahigkeit zur Komplementation wieder verloren. Die
Chaperonaktivitat von Degf310aist ausreichend, um die Zelle vor den negativen Einflissen
des thermischen Faltungsstresses zu schitzen.

Im Vergleich zur Expression vategPwar eine hohere Expression vdagRso10a NOt-
wendig, um den hitzesensitiven Phanotyp zu komplementieren. Die Menge an DegP bzw.
DegRs210aWurde durch eine Quantifizierung von Western-Transfers bestimmt. Hierzu waren
Zellen, die bei 44C gewachsen waren uni@gPbzw. degRso10a Von dem Plasmid pCS20
bzw. pCS21 exprimierten, benutzt worden. Die ExpressiondegP entsprach bei identi-
scher IPTG-Konzentration der vdagRs»10a(Daten nicht gezeigt). Bei der Induktion durch
50uM IPTG war die Expression ca. 3,5fach hoher als bgiMIOPTG. Hieraus laf3t sich
schlie3en, daf? die proteolytische Aktivitdt von DegP einen gréReren Einfluld auf das Wachs-
tum bei erhéhten Temperaturen hat, wie seine Chaperonaktivitat.
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Abb. 4-25. Komplementation des hitzesensitiven Phanotyps eines DegP~-Stammes durch DegP und

DegPs10A-
Der Stamm SF120pCS20 bzw. SF120pCS21 wurde auf NZA-Platten, die die entsprechende IPTG-Konzentration

und 200 pg/ml Ampicillin enthielten, ausgestrichen und Giber Nacht bei 42 °C inkubiert.

4.8 Analyse der Struktur und Funktion von DegP

4.8.1 Charakterisierung durch DegP-Derivate mit Deletionen einzelner Domanen

4.8.1.1 Konstruktion der DegP-Derivate

Das Protein DegP besteht aus drei wichtigen Domanen: i) der katalytischen Domane,
i) der PDZ1-Doméane und iii) der PDZ2-Doméne. Fur eine Struktur-/Funktionsanalyse von
DegP wurden Derivate vodegPunddegPRs,10a kloniert, die das jeweilige Protein ohne
PDZ1-, PDZ2- oder PDZ1+2-Domane exprimierten. Ein weiteres Konstrukt exprimierte beide
PDZ-Domanen allein. Zwei weitere Derivate viegP haben einen Aminosaureaustausch.
Alle diese Plasmide sind Abkémmlinge von den Plasmiden pCS20 bzw. pCS21 und die Ex-
pression kann dadurch Uber IPTG fein reguliert werden. Die Konstruktion ist in den Ka-
piteln 3.7.8.6 bis 3.7.8.16 beschrieben. Alle Derivate haben N-terminal die Signalsequenz von
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degP. Die exprimierten Proteine werden folglich in das Periplasma exportiert. Eine Zusam-
menfassung der Plasmide, diegRDerivate kodieren, und die Namen der gereinigten Pro-
teine findet sich in der Tabelle 4-22.

Tab. 4-22. DegP-Derivate: Plasmide, Namen der exprimierten Proteine und Charakteristika.
Die Konstruktion der einzelnen Plasmide ist in Kapitel 3.7.8 beschrieben.

Name des gereinigten

Plasmid Proteins Bemerkung

pCS20 DegP wt-DegP

pCS24 DegP1g6k DegP mit Aminosaureaustausch E 196 K

pCS26 n. g. DegP mit Aminosaureaustausch V 386 A

pIC1 PDZ 4o PDZ1- und PDZ2-Domane

plw4 Degh\ppz1 2 DegP mit deletierter PDZ1- und PDZ2-Doméne

pIW5S DegR\ppz2 DegP mit deletierter PDZ2-Doméne

pIW6 i. E. DegP mit deletierter PDZ2-Domane

pIwW7 DegP\ppz1 DegP mit deletierter PDZ1-Doméne

pCS21 DegB210a DegRs210a

pIW9 n. g. DegRy10a Mit deletierter PDZ1- und PDZ2-
Domane

pIW10 n. g. DegRy10aMit deletierter PDZ2-Doméne

plwi1l i. E. DegRo10aMit deletierter PDZ2-Doméane

pIW12 n.g. DegRy10aMit deletierter PDZ1-Doméne

n. g.: nicht gereinigt
i. E.: instabile Expression

4.8.1.2 Expression und Reinigung dedegRDerivate

Die Expression vodegPunddegPRs510aund die Reinigung der beiden Proteine ist bereits
im Kapitel 4.6.9.1 beschrieben, weshalb in diesem Kapitel nur die Expression und Reinigung
der weiteren in Tabelle 4-22 aufgefihrten Proteine beschrieben ist. Die Expression der Pro-
teine fir die Reinigung erfolgte in einetlegP-Stamm, so dal3 die mégliche Bildung von
gemischten Oligomeren mit DegP vermieden wurde. Am C-Terminus aller dieser Proteine
befindet sich ein His-Tag, so daf} die Proteine nach dem Aufschlul3 der Zellen durch eine
French Press Uber eine Chromatographie mit Ni-NTA-Material gereinigt werden konnten
(Kapitel 3.8.4.3). Eine Ausnahme bildet das Protein RpgP; » Es konnte nicht Gber sei-
nen His-Tag gereinigt werden; moglicherweise ist der His-Tag im Kern des Proteins verbor-
gen. Deshalb erfolgte die Reinigung Uber einen kalten osmotischen Schock und eine
Q-Sepharose-Saule (Kapitel 3.8.4.4).

Die Expression nach der Induktion mit IPTG und die Reinheit der gereinigten Proteine

DegPEl%Kl, PDZ]_+2, DengPDZl,z, Deg%pDZZ und DegapDn ist in den Abbildun-
gen 4-26 bis 4-29 dokumentiert. Nach der Ni-NTA-S&ule lagen die Proteine zu > 95 % rein

! Die Reinigung des Proteins erfolgte durch Alexandra Beil, Lehrstuhl fur Mikrobiologie, Universitat Konstanz
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vor, da keine weiteren Proteinbanden, die nicht Spaltprodukte der DegP-Derivate sind, auf
einem mit Coomassie gefarbten SDS-Gel nachweisbar waren. Die Reinheit des Proteins
DegPappz1 2 betrug nach der Q-Sepharose-Saule lediglich ca. 80 %. Auf eine weitere Auf-
reinigung wurde aber verzichtet, da der Reinheitsgrad fur die anschlielRenden Experimente
ausreichend war. Alle Reinigungen wurden durch einen Western-Transfear-khalS-
Antiserum verifiziert (Daten nicht gezeigt). Das Protein PB4st nicht durch das Antise-

rum erkannt worden.

kDa
94 -

67 -

43 -
| <€&—DegPapPpz1

30 -

Abb. 4-26. SDS-PAGE der Uberproduktion und Reinigung des Proteins DegP APDZ1

Fur die Reinigung von DegPpppz1 Wurden die Zellen einer ausgewachsenen Kultur durch die French Press auf-
geschlossen, zentrifugiert und der Uberstand durch eine Saulenchromatographie mit Ni-NTA-Material aufgerei-
nigt. Die Expression von degPppz; erfolgte nach der Induktion durch 10 uM IPTG von dem Plasmid pIW7. Die
Proben, jeweils 15 pg Protein, wurden durch eine 10 %-ige reduzierende SDS-PAGE aufgetrennt und anschle-
Rend mit Coomassie gefarbt.

1. Molekulargewichtsstandard; 2. Ganzzellextrakt von CLC198plW7, uninduziert; 3. Ganzzellextrakt von
CLC198pIW?7, induziert mit 10 UM IPTG; 4. DegP pppzq Nach der Ni-NTA-Saule.
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-|-20

-14

Abb. 4-27. SDS-PAGE der Uberproduktion und Reinigung des Proteins DegP APDZ2-

Fir die Reinigung von DegPappzo wurde der Stamm CLC198plW5 bei 28 °C gezogen. Die Expression von
degPppz» erfolgte nach der Zugabe von IPTG zu einer Endkonzentration von 10 uM Ulber Nacht. Das Protein
ist, wie fir Abbildung 4-26 beschrieben, gewonnen worden. Die Auftrennung von jeweils 15 pg Protein erfolgte
durch ein reduzierendes 10 %-iges SDS-Gel; die anschlieRende Anfarbung der Proteine durch Coomassie.
1. Ganzzellextrakt von CLC198; 2. Ganzzellextrakt von CLC198plIWS5, induziert mit 10 uM IPTG; 3. Uberstand
nach der French Press; 4. DegP pppzo nach der Ni-NTA-Saule.

kDa
94 -

67 -

43 -

<¢—DegPappz1,2
30 -

Abb. 4-28. SDS-PAGE der Uberproduktion und Reinigung des Proteins DegP  Appz1 2-

degPpppz1 2 ist in dem Stamm CLC198pIW4 nach Induktion durch 10 uM IPTG exprimiert worden. Nach der
Uberproduktion wurde das Protein durch einen kalten osmotischen Schock, eine Ammoniumsulfatfallung und eine
Chromatographie mit Q-Sepharose aus den Zellen gereinigt. Die Auftrennung von je 10 ug Protein erfolgte durch
eine 10 %-ige SDS-PAGE. Die aufgetrennten Proteine sind anschlieBend durch Coomassie angefarbt worden.
1. Molekulargewichtsstandard; 2. Ganzzellextrakt von CLC198pIW4, induziert mit 10 pM IPTG; 3. Uberstand des

kalten osmotischen Schocks; 4. Durchlauf der Q-Sepharose Saule; 5. DegPappz1 o Nach der Q-Sepharose-Sau-
le.
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- Q. <«—PDZy,2

Abb. 4-29. SDS-PAGE der Uberproduktion und Reinigung des Proteins PDZ 142

Fur die Reinigung von PDZ 4, wurde, wie fur Abbildung 4-26 beschrieben, vorgegangen. Die Expression erfolgte
durch Induktion mit 1 uM IPTG von dem Plasmid pIC1. Die Auftrennung von 20 pg gereinigtem Protein erfolgte
durch eine 12 %-ige SDS-PAGE und nachfolgender Coomassefarbung.

1. Molekulargewichtsstandard; 2. Ganzzellextrakt von CLC198plIC1, uninduziert; 3. Ganzzellextrakt von
CLC198pICL, induziert mit 1 uM IPTG; 4. PDZ, ., nach der Ni-NTA-Saule.

kDa g

30 -

20 -

Abb. 4-30. SDS-PAGE der Uberexpression eines instabilen degP go10a-Derivats ohne PDZ2-Domane vom
Plasmid plw11.

Die Abbildung zeigt die Expression eines degPg,1ga-Derivates ohne PDZ2-Domane vom Plasmid pIW11. Der
Zellextrakt einer ausgewachsenen uninduzierten und induzierten Kultur wurde durch eine reduzierende 10 %-ige
SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie geféarbt. Die Laufhthe des Uberexprimierten Proteins ist durch einen
Pfeil gekennzeichnet.

1. Molekulargewichtsstandard; 2. Ganzzellextrakt von DHB4pIW11, uninduziert; 3. Ganzzellextrakt von
DHB4pIW11, induziert mit 1 mM IPTG.
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Die Plasmide pIW6 und plW11 tragen, ebenso wie die Plasmide pIW5 und pIW10 ein
degP bzw.degRs2104Gen, bei dem der fur die PDZ2-Doméane kodierende Bereich deletiert
ist. Der Fusionspunkt bei den Plasmiden pIlW6 und plW11 liegt 27 Basen 5 vor dem der
Plasmide pIW5 und pIW10. Die exprimierten Proteine sollten deshalb lediglich
9 Aminosauren kurzer sein. Sie kdnnen jedoch nicht in ihrer vollen Lange exprimiert werden.
Sie sind instabil und werden gespalten, woraus ein Abbau-Fragment bei ca. 30 kDa resultiert.
Die Proteine wurden deshalb nicht gereinigt. Das Laufverhalten der beiden Proteine auf einer
SDS-PAGE ist identisch, weshalb in der Abbildung 4-30 nur die Expression vom Plasmid
pIW11 gezeigt ist.

Die Plasmide pIW9, pIW10 und plW12 wurden nur ifiivivo Studien eingesetzt. Auf ei-
ne Reinigung der exprimierten Proteine konnte deshalb verzichtet werden. In der Abbil-
dung 4-31 ist die Expression nach der Induktion mit IPTG sichtbar. Die exprimierten Proteine
hatten alle das erwartete Molekulargewicht.

- Deg FS210AAPDZ1
- DegPs210AAPDZ2

- DegPs210AAPDZ1,2

Abb. 4-31. SDS-PAGE der Expression von degP q,1ga-Derivaten von den Plasmiden pIW9, pIw10 und
pIw12.

Die Abbildung zeigt die Expression der degPg,qga-Derivate ohne PDZ1-, PDZ2- bzw. PDZ1,2-Domane vom
entsprechenden Plasmid. Der Zellextrakt einer ausgewachsenen uninduzierten und induzierten Kultur wurde
durch eine reduzierende 10 %-ige SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Die Laufhéhe der Uberex-
primierten Proteine ist gekennzeichnet.

1. Molekulargewichtsstandard; 2. Ganzzellextrakt von CLC198pIW9, uninduziert; 3. Ganzzellextrakt von
CLC198plIW9, induziert mit 1 mM IPTG; 4. Ganzzellextrakt von CLC198pIW10, uninduziert; 5. Ganzzellextrakt
von CLC198pIW10, induziert mit 1 mM IPTG; 6. Ganzzellextrakt von CLC198pIW12, uninduziert; 7. Ganzzellex-
trakt von CLC198pIW12, induziert mit 1 mM IPTG..
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4.8.1.3 Bestimmung des oligomeren Status der DegP-Derivate durch Gelfiltration

Anhand von Gelfiltrationsexperimenten war eine multimere Organisation von DegP er-
kannt worden (Kolmar et al., 1996). DegP liegt als Dodecamer, Hexamer und Trimer vor.
Sind fir die Oligomere von DegP die PDZ-Domé&nen von Bedeutung oder kann sich diese
Struktur auch ohne die PDZ-Doménen ausbilden? Um diese Frage zu beantworten, wurde der
EinfluR der PDZ-Domanen auf die Oligomerisierung durch eine Gelfiltration der gereinigten
DegP-Derivate analysiert. Die so bestimmten Molekulargewichte der DegP-Derivate sind in
der Tabelle 4-23 aufgefihrt.

Tab. 4-23. Oligomerer Status der DegP-Derivate.

Das Molekulargewicht des jeweiligen Proteins (0,8 bis 3 mg/ml) wurde durch eine Gelfiltration mit einer Super-
dex200 HR 10/30 Séaule bestimmt. Die Durchfiihrung der Gelfiltration erfolgte bei Raumtemperatur mit 20 mM
Tris/HCI, pH 7,5; 150 mM NacCl als Laufpuffer. Zur Eichung der S&ule dienten die in der Tabelle 3-7 aufgelisteten
Proteine.

Theoretische mole-
kulare Masse des Molekulargewicht in der  Oligomere

Protein Monomers (in Da) Gelfiltration (in Da) Form
DegPRs210a 47 879 539 770 12
233 560 6
DegR:196k 47 894 588 390 12
285 000 6
DegPrppz1 37 376 136 500 3
DegPApDZZ 37 832 41 200 1
DegPApDZLZ 29 645 40 860 1
PDZ; ;- 22 501 45 700 2

Der Austausch der Aminosaure S210A oder E196K zeigte keinen Verlust der héheren
multimeren Organisation. Dodecamere und hexamere Form konnten bei beiden Mutanten
beobachtet werden. Der Austausch E196K oder S210A scheint die dodecamere und hexamere
Form zu stabilisieren, so dal3 kein Trimer wie bei DegP auftritt.

Der Verlust einer oder beider PDZ-Doméanen zerstort die oligomere Organisation. Die
Deletion der PDZ2-Domane hatte zur Folge, dald sich keine Oligomere mehr bilden konnten.
Das Derivat ohne PDZ1-Doméne konnte hingegen noch ein Trimer ausbilden. Eine Trimeri-
sierung der DegP-Monomere wird somit Gber die PDZ2-Doméane gesteuert. DegP ohne
PDZ-Domanen war nur noch als Monomer nachweisbar. Die PDZ-Domanen alleine bildeten
ein Dimer.

Die Gelfiltrationsexperimente haben gezeigt, dal’ die PDZ-Doméanen essentiell fir die oli-
gomere Organisation des DegP-Molekdils sind. Die Ausbildung eines Trimers wird Uber die
PDZ2-Domane gesteuert. Fur eine weitere Oligomerisierung Uber Dimerisierung der Trimere
sind die PDZ1- und PDZ2-Domé&ne notwendig.
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4.8.1.4 Charakterisierung der proteolytischen Aktivitat der DegP-Derivate durch Re-
sorufin-markiertes Caseirnt

Die Deletion einer oder beider PDZ-Doménen zerstorte die multimere Organisation von
DegP. Sind die PDZ-Domanen aber auch wichtig fur die enzymatische Aktivitat von DegP?
Die proteolytische Aktivitat wurde mit dem Substrat Resorufin-markiertes Casein quantifi-
ziert und ist in der Tabelle 4-24 angegeben.

Tab. 4-24. Proteolytische Aktivitat der DegP-Derivate durch Spaltung von Resorufinmarkiertem Casein.

Die proteolytische Aktivitat der DegP-Derivate wurde bestimmt, indem 5 pug Protein mit Resorufin-markiertem
Casein zu einer Endkonzentration von 1 mg/ml versetzt wurde. Die Reaktion fand in 175 mM Tris/HCI, pH 8,0
statt. Die proteolytische Aktivitat von 100 % entspricht bei 37 °C 0,39 nmol gespaltenes Resorufin-markiertes
Casein pro Minute und mg Protein.

Protein Proteolytische Aktivitat (in %)
DegP 100

DegRe196k 4

DegFappza -

DegFappz2 5

DegPappz1,2 0

*. Ab 32 °C starke Reduktion der proteolytischen Aktivitét.
0: Ab 37°C Verlust der proteolytischen Aktivitat.

Nach der Deletion einer oder beider PDZ-Domanen war die proteolytische Aktivitat stark
reduziert oder gar nicht mehr vorhanden. Dggy; war temperatursensitiv und hatte ab
37 °C keine proteolytische Aktivitat mehr. Bei einer Inkubationstemperatur vé@ 3¢ar die
hdchste Restaktivitat mel3bar und betrug 5 % im Vergleich zu DegP bei dieser Temperatur.
Die Deletion der PDZ2-Domane hatte keine Temperatursensitivitat zur Folge, die proteolyti-
sche Aktivitat des Proteins Degfhz» war Uber den gesamten Temperaturbereich um 5 %
reduziert im Vergleich zu DegP. Bei dem Protein Dgg>1 o konnte bei keiner Temperatur
eine proteolytische Aktivitat bestimmt werden. Die Deletion beider PDZ-Domé&nen fihrte zu
einem vollstandigen Verlust der Proteasefunktion.

Die Punktmutante DegRggk hatte noch 7 % der Aktivitat von DegP. Auch dieses Protein
war temperatursensitiv. Nach dem Erreichen der maximalen Aktivitat bei einer Temperatur
von 32°C war eine drastische Reduktion der proteolytischen Aktivitat feststellbar.

4.8.1.5 Chaperonaktivitat der DegP-Derivate

Um den Beitrag der einzelnen PDZ-Domanen fir die Chaperonaktivitat von DegP zu ana-
lysieren, wurde die Faltung va@xssMalS in Anwesenheit der verschiedenen DegP-Konstrukte
untersucht. Hierflr wurde die MalS-Aktivitdt nach einer Faltung in Gegenwart verschiedener
Konzentrationen der DegP-Derivate bestimmt und graphisch aufgetragen (Abbildung 4-32).

! Diese Experimente wurden von Alexandra Beil, Lehrstuhl fur Mikrobiologie, Universitat Konstanz durchge-
fuhrt.
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Abb. 4-32. Faltung von AssMalS in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen der DegP-Derivate.

Die Faltung von AssMalS (0,13 pg) wurde durch ein Verdiinnen des Proteins 1:25 in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0, das
auf 28 °C (e), 37 °C (¢ ) bzw. 42 °C (A) vorgewarmt war und das jeweilige DegP-Derivat in der entsprechenden
Konzentration enthielt. Die Bestimmung der wiedergewonnenen MalS-Aktivitét erfolgte mit dem Substrat PG-6
und ist in nmol hydrolisiertem PG-6 pro Minute und mg AssMalS bei Raumtemperatur angegeben.

Die Proteine Degkbpz1 und DegRppz2 zeigten eine Chaperonaktivitat, die der Aktivitat
von DegR,10a entsprach. Bei 28C fand, innerhalb des gemessenen Konzentrationsberei-
ches, eine Steigerung der Ruckfaltungseffizienz um das maximal 4fache statt. Dies ist nur
geringfugig niedriger als die Stimulation durch Degfya Bei 37°C bzw. 42°C war die
Effizienz ebenfalls mit Degg»10a vergleichbar, da die Ausbeute um das 8- bzw. 15fache
(DegPy\ppz7) und 12- bzw. 15fache (Deghho) verbessert war.
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In Gegenwart von Degppz; owar die Stimulation der Faltung zu héheren Proteinkon-
zentrationen verschoben. Die Ausbeute war jedoch vergleichbar, und die Faltung konnte bei
28 °C um das maximal 4fache gesteigert werden. Auch béC3und 42°C waren héhere
DegP\ppz1 zKonzentrationen notwendig, um die Faltung zu unterstitzen. Die Chaperonak-
tivitat war somit im Vergleich zu DegP310a DegR\ppz1 Und DegRppz2 verschlechtert.

Die PDZ-Domanen alleine, P4, hatten keine Chaperonaktivitat. Bei Z8 war die
Faltung vomAssMalS um das maximal 2fache verbessert. Auch b&C3md 42°C war kei-
ne hdhere Effizienz mel3bar. Diese Steigerungen entsprechen der Kontrolle mit Lysozym.

Die Punktmutante DegRggk Wies ebenfalls keine Chaperonaktivitat auf. Bei allen drei
getesteten Temperaturen konnte durch Rgggk die Ausbeute nur um das 2fache gesteigert
werden.

Um Effekte durch eine unspezifische Proteinwechselwirkung auszuschlie3en, wurde Lyso-
zym getestet. Es hatte bei 28 keinerlei Einflul3 auf die Faltung und zeigte erst bei sehr ho-
hen Konzentrationen einen geringen Effekt, so dal’ die Faltung um das 2fache gesteigert wer-
den konnte. Bei 37C und 42°C war ein Einflu3 ebenfalls erst bei hohen Lysozymkonzen-
trationen mel3bar. Da die Faltung aber nur bei sehr hohen Proteinkonzentrationen unterstitzt
wurde, war dies nicht mit DegR;ga vergleichbar.

4.8.1.6 Komplementation der Hitzesensitivitat einedegP-Phanotyps durch die
DegP-Derivate

Die Funktion der DegP-Derivate karn vivo uber die Komplementation eines
degP-Phanotyps untersucht werden. Der Test erfolgte, indemlegi-Stamm, der die ver-
schiedenemlegRKonstrukte von dem jeweiligen Plasmid exprimierte, auf NZA-Platten aus-
gestrichen und bei 44C Gber Nacht inkubiert wurde. Die Induktion der Expression erfolgte
durch unterschiedliche IPTG-Konzentrationen, die den Platten beigemengt waren. Die Kom-
plementation der einzelnen Konstrukte ist in Tabelle 4-25 zusammengefal3t.

Die Deletion der PDZ1-Domane von DegP (Dgsihy1) hat einen Verlust der Komple-
mentation zur Folge. Nachdem D@31 bei Temperaturen tber 3T keine proteolytische
Aktivitat mehr hat (Kapitel 4.8.1.4), ist die Komplementation bei@4icht Gber die Protea-
se-Funktion moglich. Die Chaperonaktivitat von DggBz; ist nicht ausreichend, um die
Hitzesensitivitat aufzuheben. Die Deletion der PDZ2-Domaéane in DegP {pegh) redu-

Zierte die Fahigkeit, die Hitzesensitivitdt zu komplementieren. Das Wachstum der Stamme
war zu hoheren IPTG-Konzentrationen im Vergleich zu DegP verschoben, und es konnte kein
vollstandiges Aufheben der Hitzesensitivitat erreicht werden. Eine gré3ere Proteinmenge war
fur die Komplementation erforderlich. Sind beide PDZ-Domanen deletiert ({pegh ),

war eine Komplementation nicht moglich. Dies war zu erwarten, da die Deletion der
PDZ1-Domane bereits zu einem Verlust der Komplementation fuhrte.

Die Punktmutante Degf319a komplementierte, wie auch in Kapitel 4.7.3 beschrieben, den
degP-Phanotyp erst bei hoheren Proteinmengen. Nach der Deletion einer oder beider
PDZ-Domaéanen von Degf3igawar eine Komplementation der Hitzesensitivitat nicht mehr
moglich. Lediglich kleine Einzellkolonien wurden nach der Expression von
degPSZlompDZLzbeobachtet.

Die Punktmutante DegRggk konnte den hitzesensitiven Phanotyp wie DegP komple-
mentieren. Die Mutation scheint keinen Einflul3 auf die Funktion des Proteins zu haben. Dies
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ist auch der Grund, weshalb das Protein nicht gereinigt und wie die anderen Danxtate
charakterisiert wurde. Die Punktmutante Degfgk konnte die Hitzesensitivitat nicht aufhe-
ben. Dieses Ergebnis stimmt mit dervitro Experimenten tberein. Das Protein Degdgk
hatte keine Chaperonaktivitat, und die proteolytische Aktivitat war sehr gering bei erhdhter
Temperatur.

Die PDZ-Domanen alleine (PQ4y konnten nicht komplementieren, was auch aufgrund
ihrer nicht vorhandenen Protease- und Chaperonaktivitat anzunehmen war.

Tab. 4-25. Komplementation des degP -Phanotyps durch verschiedene DegP-Derivate.
Der Stamm CLC198, der das jeweilige Plasmid enthielt, wurde auf NZA-Platten mit 200 pg/ml Ampicillin und der
entsprechenden IPTG-Konzentration ausgestrichen und Giber Nacht bei 44 °C inkubiert.

IPTG-Konzentration in der Platte (M)
Plasmid  exprimiertes Protein 0 1 10 50 100 500 1000

pCS19 - ] - ) ] ) _
pCS20 DegP - ++ +++  ++ ++ - -
pIW?7 DegRppz1 - - - - - - -
pPIWS Deghppz2 - - - + - -

pIW4  DegPippzia S
pCS24  DegPioek S

pCS26  DegRasgek - o 4 ++ - -
pCS21  DegBrioa - - - 4 - -

pIW12 DegR210ApPDZ1 - - - - - - -
pIW10 DegR210ApPDZ2 - - - - - - -

pIW9 DegRs210apPDZ1,2 - - + - + - -
pIC1 PDZ.» - - - - - - -

- kein Wachstum

+: kleine Einzellkolonien

++:  Einzellkolonien

+++:  Wachstumsdefekt vollstandig komplementiert

4.8.2 Elektronenmikroskopie von DegP

Um eine Information tber die Struktur von DegP zu erhalten, wurden Praparate von gerei-
nigtem DegRo1ga flr die Transmissions-Elektronenmikroskopie hergestellt. Fir die Prapa-
ration wurde DegR»1pa anstelle von DegP ausgewahlt, weil die Punktmutante stabiler ist
und sich nicht durch eine Autoproteolyse abbaut. Die komplexe Struktur von DegP sollte
auch in der Punktmutante erhalten sein, da das Protein i) das gleiche Elutionsverhalten bei
einer Gelfiltrationschromatographie zeigt wie DegP und ii) die Sekundarstruktur nicht veran-
dert wird (Skérko-Glonek et al., 1995b). Ferner hatten die Vorexperimente mit beiden Protei-
nen ergeben, dald die Praparate von RQeghA eine groliere Homogenitat aufwiesen.

! Die Elektronenmikroskopie von Degh, o Wurde in Zusammenarbeit mit Giinter Pfeifer (Abteilung Moleku-
lare Strukturbiologie, Max-Planck-Institut fur Biochemie, Martinsried) am Max-Planck-Institut durchgefunhrt.
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Die Praparation erfolgte mit einer Proteinldsung, die direkt nach der Elution von der
Ni-NTA-Saule noch Uber eine Gelfiltration weiter aufgereinigt war. Nach der Gelfiltration ist
nur die Fraktion ausgewahlt worden, die den Dodecameren entsprechen sollte. Die Abbil-
dung 4-33 zeigt Aufnahmen von negativkontrastierten Praparaten.

Die Praparate in der Abbildung 4-33 (a) und (b) zeigen die globulare Struktur von
DegRs210a Bei einzelnen Partikeln ist in der zweidimensionalen Projektion das Auftreten
einer dreizahligen Symmetrie zu beobachten (Abbildung 4-33 (a) Pfeilspitzen und (c)). Das
Material ist aber nicht homogen genug, um eine detaillierte Strukturaufkarung durchzufuhren.

Abb. 4-33. Elektronenmikroskopie von DegP  g510a-

Fur die Transmissions-Elektronenmikroskopie von isoliertem DegPg,10a Wurden Praparate durch eine Negativ-
kontrastierung hergestellt. Die Bildserien (b) und (c) zeigen ausgewéhlte Partikel aus der Ubersicht (a). Die
Marker in (a) und (c) entsprechen 10 bzw. 1 nm.

4.8.3 Sekundarstrukturvorhersage von DegP

Uber die Sekundarstruktur von DegP war iiber CD-Spektroskopie bislang nur bekannt, dai
es grofltenteils ayd-Strangen besteht (Skérko-Glonek et al., 1995a). Um eine detaillierte
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Information Uber die wahrscheinliche Sekundarstruktur zu erhalten, wurde eine Vorhersage
mit dem Computerprogramm ‘PHD’ durchgefiihrt. Die Vorhersage beruht auf einem Ver-
gleich homologer Proteine und auf einer daran anschlieBenden Sekundarstrukturvorhersage
auf Basis der Homologiedaten. Die Abbildung 4-34 zeigt die vorausgesagte Sekundarstruktur
von reifem DegP.

........ 1..,.2..,.3.,.4.,..5..,.6
AS AETSSA'ITAQQMPSLAPMLEKVMPSWSINVEGS'ITVNTPRMPRNFQQFFGDDSPFCQEG
Sec Lbebebetrbrt HHHHHHHHHHHEHEEEEEEEER LLLLL HHHHHELLLLLLLLLL

........ Toiyern8iiyen9ensy. . 10,0 *.J11.,...12
QI(ISG(IQG(ISNGGGQQQKFMALGSGVIIDADKGYVVTNNHWDNATVIKVQL‘SDG

Sec LLLLLLL LLLLLLLLLLL EEHLLEEEEEELLL EEEEHHHHHLLLL EEEEEREL

........ 13... *..14....15..,..16....17..,..18
AS RKFDAKMVGKDPRSDIALIQIQNPKNLTAIKMADSDALRVGDYTVAIGNPFGLGETVTSG
Sec LLEEEEEELLLHHHEEEEEEELLLL EEEHLLLLLLLLLL EEEEEELLLLLL « EEEE

........ 19...,....20...,.... *eayernil2.iy 23,24
AS IVSALGRSGLNAENYENFIQTDAAINRGNSGGALVNLNGELIGINTAILAPDGGNIGIGF
Sec EEEEEELLLLLLLLLL EEB.LLLLLLLLLL HHHH¢LLL EEEEEEEEEH_LLL EEEEE

AS AIPSNMVKNLTSQMVEYGQVKRGELGIMGTELNSELAKAMKVDAQRGAFVSQVLPNSSAA
Sec  ELLHHHHHHHHHHHHHEEEEEEELLLLLL HHHHHELLLLLLL EEEEEELLLLLI

AS KAGIKAGDVITSLNGKPISSFAALRAQVGTMPVGSKLTLGLLRDGKQVNVNLELQQSSQN
Sec LLLLLLLL EEEEELLLLL HHHHHHHHHHeLLL EEEEEEEELLLL EEEEEEELLLI

AS QVDSSSIFNGIEGAEI\/ISNKGKDQGVWNNVKTGTPAAQIGLKKGDVIIGANQQAVKNIAE
Sec LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLL EEEERELLLL HHHHHLLLLL EEEH.LHHHHHHHHH

AS  LRKVLDSKPSVLALNIQRGDSTIYLLMQ
Sec HHHHHH_LL EEEEEEELLL EEEEEE

Abb. 4-34. Sekundarstrukturvorhersage von reifem DegP.

Die Sekundarstrukturvorhersage ist mit dem Computerprogramm ‘PHD’ erstellt worden. Die Aminoséuresequenz
(AS) ist der Sekundarstrukturvorhersage (Sec) gegenuibergestellt. Fur die Sekundarstrukturvorhersage wurden
die Symbole H fiur helikale Bereiche, E fir p-Strange und L fiir Schleifen gewéhlt. Die Aminoséuren fiir die keine
zuverléssige Vorhersage gemacht werden konnte, sind mit « gekennzeichnet. Die katalytische Triade ist durch *
markiert.

Nach der Sekundéarstrukturvorhersage tber ‘PHD’ sind in DegP helikale Bereiche und
B-Strange gleichermalien vertreten. In der Domé&ne unbekannter Funktion (Aminosaure 1 bis
49) sind alle drei Sekundarstrukturelemente gleichermalRen vertreten. Deked
(Aminosaure 50 bis 82) besteht aus einer einzigen gro3en Schleife mit einer Lange von
32 Aminosauren. Interessant ist die Lokalisation der Aminoséuren der HDS-Triade innerhalb
der katalytischen Domane (zwischen Q-Linker und PDZ1-Domane). Wahrend das Histi-
din-105 und das Aspartat-135 in einer helikalen Region liegen, befindet sich das Serin-210 in
einer Schleife. Das Histidin und Aspartat sind daher raumlich fixiert, wohingegen das Serin in
einem flexiblen Bereich lokalisiert ist. Innerhalb der katalytischen Domane dominieren
B-Strange, die von Schleifen unterbrochen werden. Lediglich drei sehr kurze helikale Berei-
che wurden vorhergesagt. Eine lange Helix findet sich erst im Ubergang in die
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PDZ1-Domane. Die Sekundarstrukturvorhersage fur die PDZ-Doméanen (PDZ1: Aminosaure
252 bis 346; PDZ2: Aminosaure 357 bis 440) wurde miteinander verglichen
(Abbildung 4-35).

PDZ1: HHHHHLEEEEEEELLLIIL HHHHHBELLLLLL EEFEEELLLLLLLLLLLLLL EEEERLLLL
PDZ2 LLLLLee e ——e EEEEELLLL HHHHH LLLL EEER | HHHHH

PDZ1: HHHHHHHHHHIL || EEEEEEEELL
PDZ2: HHHHHHHHHHLL- EEEEEEHI-

Abb. 4-35. Vergleich der Sekundarstruktur der PDZ1- und PDZ2-Doméane von DegP.

Der Vergleich der Sekundarstrukturelemente der beiden PDZ-Doméanen von DegP wurde durch eine Kombination
der Sekundarstrukturanalyse aus Abbildung 4-34 mit dem Aminoséaurevergleich aus Abbildung 4-36 erstellt. Als
Symbole fur die Sekundarstruktur wurde H fiir helikale Bereiche, E fiir B-Strange, L fir Schleifen und « fiir Berei-
che ohne zuverlassige Aussage ausgewabhilt.

Ein Vergleich der Sekundarstrukturelemente beider PDZ-Domanen zeigte, dal’ die Abfolge
der einzelnen Elemente, obwohl nur eine Homologie von 30 % besteht (Kapitel 4.8.4), sehr
ahnlich ist. Unterschiede bestehen lediglich im N-terminalen Bereich und der Anordnung ei-
ner Helix. Der N-terminale Bereich der PDZ1-Doméne ist durch eine Helix und einen
B-Strang strukturiert; die PDZ2-Doméane weist hier lediglich einen grol3e Schleife auf. Der
zweite helikale Bereich der PDZ1-Domane ist in der PDZ2-Domane nicht an gleicher Stelle
zu finden. Die Varianz in der Funktion und Struktur der beiden PDZ-Domé&nen beruhen wahr-
scheinlich auf der unterschiedlichen Lokalisation einer Helix und des N-terminalen Bereiches.

4.8.4 Die PDZ-Domanen von DegP weisen untereinander nur eine geringe Ho-
mologie auf
Fur den Homologievergleich (Abbildung 4-36) der beiden PDZ-Doméanen von DegP wur-

de die Auswahl der zur PDZ-Doméane gehdrigen Aminosauren nach Ponting (Ponting, 1997)
gewahlt.

PDZ1: SOMVEYGOQVKRGELGIMGTELNSELAKAMKVDA! RGAFVS%LPNSSAAKAGIKAGDVIT
PDZ2: Q*NQYD*** FI’\CIG*—J(E*GAEMg—MNKGKD—QG GTPAAQIGLKKGDVII

PDZ1: SLNGKPISSFAALRAQVGTMPVGSKLTLGLLR-DG
PDZ2. GANQOAVKNIAELRKVLDSKPS-VLALNIQRGD-

Abb. 4-36. Homologievergleich der PDZ1- und PDZ2-Doméne von DegP.
Der Aminosaure-Sequenzvergleich wurde mit dem Programm ‘ClustalW v6.1’ erstellt. Identische Aminosauren
wurden durch * markiert.

Die PDZ2-Domane ist um 12 Aminosauren kirzer als die PDZ1-Domane. Diese Verkir-
zung ist ungleich auf die Domane verteilt und befindet sich Uberwiegend im ersten Drittel.
Uber die gesamte Domane lieR sich eine Identitat von nur 30 % zur PDZ1-Doméane bestim-
men, wobei im Zentrum der Doméane eine Homologie von z. T. tber 50 % besteht.
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4.9 Charakterisierung der proteolytischen Aktivitat von DegPin vitro

4.9.1 Abbau von MalS durch DegP

4.9.1.1 Ungefaltetes reduziertes MalS

Nachdem falsch gefaltetes Mal® vivo in einemdegP-Stamm stabilisiert wird
(Kapitel 4.5.5.1) und der Abbau des Proteins durch DegP katalysiert scheint, sollte die Akti-
vitat durch Koinkubation von reduziertem und ungefaltetem MalS mit DegP und;RggP
als Kontrollein vitro nachgewiesen werden. Die Faltung vasMalS war durch Zugabe von
reduzierenden Agenzien unterbunden. Nach einer Inkubationszeit von einer bzw. funf Stun-
den bei der entsprechenden Temperatur wurde das Protein gefallt und mittels einer
SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 4-37).

DegP
DegPs210A

— - —~® |23-c

.-

Zeit(h)_1_ ] 5 |

Abb. 4-37. Abbau von ungefaltetem reduziertem MalS durch DegP.

Nach dem Verdiinnen von 7 pg AssMalS 1:25 in 100 mM Tris/HCI pH 8,7; 10 mM DTT wurden aquimolare Men-
gen an DegP bzw. DegP 5104 zugeflgt und bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. Die Reaktion fand fir
eine bzw. funf Stunden statt. AnschlieBend wurde das Protein durch TCA geféllt und mit einem reduzierenden
10 %-igen SDS-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde mit Coomassie gefarbt.

Bei einer Proteolysetemperatur von°87 oder 42C war der Abbau sehr schnell und effi-
zient. Das MalS wurde nahezu vollstandig abgebaut, und keine Spaltprodukte konnten auf
dem Gel beobachtet werden. Der Abbau bei@8&var wesentlich langsamer und ineffizien-
ter, da ein Abbauprodukt beobachtet werden konnte. Ungefaltetes reduziertes MalS ist ein
Substrat der Protease DegP. Als Kontrolle war DegP durchdlegfersetzt. Hier war keine
proteolytische Aktivitat nachweisbar.
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4.9.1.2 Natives MalS

Erkennt DegP nur falsch oder ungefaltetes MalS als Substrat oder wird auch natives MalS
durch DegP abgebaut? Um diese Frage zu beantworten wurde natives MalS mit &quimolaren
Mengen an DegP bei 3T inkubiert.

45 ] Zeit (min)

Abb. 4-38. Abbau von nativem MalS durch DegP.

15 pg MalS wurden mit einer aquimolaren Menge an DegP versetzt und fir 15 bzw. 45 Minuten bei 37 °C inku-
biert. Die Reaktion fand in 50 mM Tris/HCI, pH 7,5; 150 mM NacCl statt. Das Protein ist anschlieend durch TCA
gefallt und durch ein nicht-reduzierendes 10 %-iges SDS-Gel, das mit Coomassie gefarbt wurde, aufgetrennt
worden.

Innerhalb von 45 Minuten konnte kein Abbau des nativen MalS durch DegP beobachtet
werden (Abbildung 4-38). Die MalS-Menge ist in Gegenwart von DegP stabil und entspricht
dem Ansatz ohne eine Zugabe von DegP. Auch nach einer auf 18 Stunden verlangerten Inku-
bationszeit konnte keine Proteolyse festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). DegP kann
folglich zwischen nativem MalS und ungefaltetem reduziertem MalS unterscheiden; es fand
kein Abbau des nativen MalS statt.

4.9.1.3 Gefaltetes reduziertes MalS

Eine Reduktion der Disulfidbriicken von nativem MalS fuhrt zur Aggregation des Proteins
(Kapitel 4.1.2.7 und 4.2.1). Moglicherweise wird der tUber eine Disulfidbricke mit der Amy-
lasedoméne verknupfte N-Terminus exponiert, wodurch eine Aggregation vermittelt wird.
Die Struktur von MalS mulf3 stark verandert sein. Dies kénnte einen Angriffspunkt flir DegP
darstellen. Deswegen wurde natives MalS reduziert und der Abbau durch DegP untersucht
(Abbildung 4-39).
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Abb. 4-39. Abbau von gefaltetem reduziertem MalS durch DegP.

15 pg MalS wurde durch die Zugabe von DTT zu einer Endkonzentration von 100 mM und finfminitige Inkuba-
tion bei Raumtemperatur reduziert. DegP wurde in &quimolarer Konzentration zu MalS zugefiigt und der Ansatz
bei 37 °C fur 15 bzw. 45 Minuten inkubiert. Nach dem Fallen des Proteins mit TCA erfolgte die Auftrennung der
Proteine mittels einer reduzierenden 10 %-igen SDS-PAGE. Die Anfarbung der Proteine auf dem Gel fand mit
Coomassie statt.

Nach der Reduktion der Disulfidbriicken von nativem MalS war das Protein sensitiv ge-
geniber der Proteolyse durch DegP. Das MalS wurde dabei zuné&chst in ein Abbaufragment
gespalten, das dann einer weiteren Proteolyse unterliegt. Nach 15 Minuten waren zwei Ban-
den zu erkennen. Die héhermolekulare wird nach weiteren 30 Minuten vollstandig in die nie-
dermolekulare tberfuhrt. Eine Fortsetzung der Proteolyse tber 15 Stunden fihrte zu einem
vollstandigen Abbau auch dieses Fragments (Abbildung 4-42). Weitere Abbaubanden waren
auf dem Gel nicht erkennbar. Auch auf einem Western-Transfer (nicht gezeigt), der mit
a-MalS-Antiserum entwickelt wurde, waren keine Abbauprodukte nachweisbar.

Die Reduktion der Disulfidbricken muf die native Struktur von MalS so zerstdren, dal ein
Abbau durch die Protease DegP ermdglicht wird.

4.9.2 Abbau von MalS durch die DegP-Derivate

4.9.2.1 Ungefaltetes reduziertes MalS

Der Abbau von ungefaltetem reduzierté&ymsMalS durch die DegP-Derivate wurde bei
37 °C untersucht (Abbildung 4-40). Die Faltung vAssMalS war durch eine Zugabe von
DTT unterbunden worden. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten war ein Abbau nur in
Gegenwart von DegP feststellbar. In keinem der Ansatze der DegP-Derivate konnte eine
Proteolyse festgestellt werden. Nach der Inkubation der Ansatze fiur 15,5 Stunden war eine
Proteolyse nicht nur bei DegP feststellbar. Dgg, bauteAssMalS nahezu vollstandig ab.
In Gegenwart von Deg{ppz;1 war dieAssMalS-Menge gering und in Gegenwart von Deg-
Pe196k Stark reduziert. Deglppz; > zeigte keinerlei proteolytische Aktivitat. Der geringe
MalS-Abbau durch Degfpz; ist durch die Temperatursensitivitat des Proteins erklarbar.
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Die Charakterisierung der proteolytischen Aktivitat von Dgsih 1 durch Resorufin-
markiertes Casein (Kapitel 4.8.1.4) zeigte, dal} das Protein I5& B@ine proteolytische
Aktivitat mehr aufweist. Der Abbau valissMalS durch die DegP-Derivate ist somit wesent-
lich langsamer als bei DegP, aber die Proteine kdnnen ungefaltetes reduziertes MalS als
Substrat noch erkennen.

kDa
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Abb. 4-40. Abbau von ungefaltetem reduziertem MalS durch die DegP-Derivate.
15 pg AssMalS wurden 1:25 in 100 mM Tris/HCI, pH 8,7; 20 mM DTT verdiinnt, das jeweilige DegP-Derivat in
aquimolarer Konzentration zugefugt und der Ansatz bei 37 °C fur 15 Minuten bzw. 15,5 Stunden inkubiert. Nach
dem Fallen des Proteins mit TCA erfolgte die Auftrennung der Proteine mittels einer reduzierenden 10 %-igen
SDS-PAGE. Die Anfarbung der Proteine auf dem Gel fand mit Coomassie statt.

4.9.2.2 Natives MalS

Die Proteolyse von nativem MalS durch die DegP-Derivate wurde nur mit den Proteinen
DegR:=196x: DEgR\Ppz1 UNd DegRppzo getestet. Die Koinkubation aquimolarer Mengen
von MalS und des DegP-Derivats fand bei°@7statt. Das Protein wurde nach der Proteo-
lysezeit gefallt und durch ein SDS-Gel aufgetrennt (Abbildung 4-41).

Keines der Derivate baute natives MalS ab. Die Proteinmenge war im Vergleich zur Kon-
trolle ohne zugesetzte Protease nicht reduziert. Eine falsche Erkennung der Substrate durch
die DegP-Derivate findet nicht statt; es werden keine nativen Proteine abgebaut.
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Abb. 4-41. Abbau von nativem MalS durch die DegP-Derivate.

15 pg MalS wurden mit einer aquimolaren Menge des jeweiligen DegP-Derivats versetzt und fiir 15 bzw. 45 Mi-
nuten oder 15 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion fand in 50 mM Tris/HCI, pH 7,5 statt. Das verbliebene
Protein ist anschlieBend durch TCA gefallt und durch ein nicht-reduzierendes 10 %-iges SDS-Gel, das mit Coo-
massie gefarbt wurde, aufgetrennt worden.

4.9.2.3 Gefaltetes reduziertes MalS

Nachdem natives MalS nach Reduktion der Disulfidbricken fir DegP zuganglich wird
(Kapitel 4.9.1.3), wurde auch die Proteolyse durch die DBgfvate DegRiggk
DegP\ppz1 und DegRppz, getestet (Abbildung 4-42).

0 025 075 15 |zZeit(h)
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Abb. 4-42. Abbau von gefaltetem reduziertem MalS durch DegP-Derivate bei 37 °C.

15 pg MalS wurde durch die Zugabe von DTT zu einer Endkonzentration von 100 mM und finfmindtige Inkuba-
tion bei Raumtemperatur reduziert. DegP wurde in aquimolarer Konzentration zugefiigt und der Ansatz bei 37 °C
fur 15 oder 45 Minuten bzw. 15 Stunden inkubiert. Nach dem Féallen des Proteins mit TCA erfolgte die Auftren-
nung der Proteine mittels einer reduzierenden 10 %-igen SDS-PAGE. Die Anfarbung der Proteine auf dem Gel
fand mit Coomassie statt.
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Nach dem Offnen der Disulfidbriicken von nativem MalS wird das Protein nur durch
DegP\pp72 abgebaut. Degfppz; ist bei 37°C proteolytisch inaktiv. Dieses Ergebnis ent-
spricht mit Ausnahme von DeglPggk dem Abbau von reduziertem ungefaltetAssMalS.

Bei 37°C erkennt DegP;ggk reduziertes ungefaltetes MalS, nicht aber reduziertes gefaltetes
MalS als Substrat. Der Unterschied muf3 auf der Konformation des Substrats beruhen, und da
die proteolytische Aktivitat von DegRggk bei 37°C stark reduziert ist, wird nur stark ent-
faltetes Substrat abgebaut.

4.9.3 Synthetische Peptide als Substrat von DegP

Das Substrat Resorufin-markiertes Casein weist einige Nachteile auf: i) das Casein ist
nicht gleichmaflig mit Resorufin markiert, ii) die Sekundér- und Tertiarstruktur des Caseins
kénnen einen unberechenbaren Einflul3 auf die Spaltung haben und iii) das Casein kénnte
seine Struktur temperaturabhangig verandern, so daf die Temperaturabhangigkeit der Spal-
tung vom Substrat und nicht von DegP abhangt. Um diese Punkte auszuschliel3en, wurde die
Spaltung von Oligopeptiden untersucht. Hierfir wurden zwei kurzkettige Peptide
(Suc-AAPV-pNA und Suc-AAV-pNA) und zwei langkettige (MDVIKKKHWWQSDALKW-
SVLGLLGLLVGYLVV und CLTLIHKFENLYFQSAAAILVYKSQ) ausgewahlt. Die Pepti-
de sind so kurz gewahlt, daf’ sie keine Tertiarstruktur ausbilden und deshalb bei allen Tempe-
raturen in der gleichen Konformation vorliegen. Da bekannt ist, dal3 bei DegP eine Spezifitat
fur Valin in der P1-Position vorliegt (Kolmar et al., 1996), wurde darauf geachtet, dal3 diese
Voraussetzung fur eine Spaltung gegeben ist.

Bei keinem der Peptide konnte eine Spaltung durch DegP festgestellt werden.

4.9.4 Temperaturabhangigkeit der proteolytischen Aktivitat von DegP

4.9.4.1 Spaltung von Resorufin-markiertem Casein

Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dal3 die Chaperonaktivitat von DegP bei einer
Temperaturernbhung von der Proteaseaktivitat tberlagert wird. Um die proteolytische Akti-
vitat von DegRn vitro bei verschiedenen Temperaturen zu quantifizieren, wurde die Aktivitat
durch das Substrat Resorufin-markiertes Casein in der Abhangigkeit der Temperatur be-
stimmt. Es war ein Temperaturbereich voitC4bis 42°C getestet worden. Die proteolytische
Aktivitat von DegP in der Abhangigkeit von der Temperatur ist in der Abbildung 4-43 gra-
phisch dargestellt.

Unterhalb einer Temperatur von 22 war DegP proteolytisch inaktiv. Bei 28 war die
DegP-Aktivitat 8-mal geringer als bei 4€. Der Hauptanstieg der proteolytischen Aktivitat
wurde zwischen 32C und 42°C beobachtet. Die Spaltung von Resorufin-markiertem Casein
durch DegP ist stark von der Temperatur abhéngig.

! Dieses Experiment wurde von Alexandra Beil, Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Universitat Konstanz durchge-
fuhrt (Beil, 1999).
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Abb. 4-43. Bestimmung der Temperaturabhéngigkeit der proteolytischen Aktivitdt von DegP durch
Resorufin-markiertes Casein.

Die proteolytische Aktivitat von DegP wurde bestimmt, indem 5 pg DegP bei der entsprechenden Temperatur mit
Resorufin-markiertem Casein zu einer Endkonzentration von 1 mg/ml versetzt wurde. Die Reaktion fand in
175 mM Tris/HCI, pH 8,0 statt. Die proteolytische Aktivitat ist in nmol gespaltenes Casein pro Minute und mg
DegP angegeben.

4.9.4.2 Abbau von ungefaltetem reduziertem MalS durch DegP

Nachdem die Spaltung von Resorufin-markiertem Casein durch DegP temperaturabhangig
war (Kapitel 4.9.4.1), bestand die Frage, ob dies auch fir das naturliche Substrat MalS zu-
trifft. Hierfir wurde der Abbau von ungefaltetem reduziertem MalS Uber den gleichen Tem-
peraturbereich wie bei der Spaltung von Resorufin-markiertem Casein bestimmt, indem redu-
ziertes und ungefaltetésssMalS bei unterschiedlichen Temperaturen mit DegP inkubiert
wurde. Die Faltung voAssMalS war durch die Zugabe von DTT verhindert worden. Nach
einer Reaktionsdauer von 15 bzw. 45 Minuten wurde das verbliebene Protein ausgefallt und
durch eine SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 4-44).

Die Reaktion war sehr schnell, und so konnte zwischen 15- und 45-minttigem Abbau kein
grolRer Unterschied festgestellt werden. Bis zu einer Temperatur Vidh Kdnnte kein Ab-
bau vonAssMalS nachgewiesen werden. Oberhalb dieser Temperatur war eine Proteolyse
feststellbar, die ab 28 drastisch zunahm.
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Abb. 4-44. SDS-PAGE von AssMalS nach dem Abbau durch DegP bei unterschiedlichen Temperaturen.

15 pg AssMalS wurden mit einer &quimolaren Menge an DegP versetzt und in einem Puffer von 100 mM Tris/HCI,
pH 8,7; 20 mM DTT fur 15 bzw. 45 bei der entsprechenden Temperatur inkubiert. Das verbliebene Protein wurde
mit TCA ausgefallt und auf ein reduzierendes 10 %-iges SDS-Gel geladen, das mit Coomassie angefarbt wurde.

Eine Quantifizierung der verbliebenen Proteinmenge AssMalS nach einem Abbau
durch DegP zeigte einen deutlichen Anstieg der proteolytischen Aktivitat in Abhangigkeit
von der Temperatur (Abbildung 4-45). Die Proteolyse setzte erst ab Temperaturen {er 15
ein. Zwischen 22,8C und 28°C ist ein deutlicher Sprung. Die Temperaturerhéhung von
5,5°C bewirkte eine Steigerung des Abbaus um das Doppelte. Auch oberhalb dieser Tempe-
ratur nahm der Abbau weiter zu, und bei’@war das\ssMalS bis auf 5 % abgebaut.
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Abb. 4-45. Temperaturabhéngigkeit des  AssMalS-Abbaus durch DegP.

Die Menge an AssMalS nach einem 15-minitigem Abbau durch DegP wurde von Abbildung 4-44 quantifiziert und
graphisch gegen die Inkubationstemperatur aufgetragen. Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte relativ zu
dem Ansatz dem kein DegP zugesetzt war. Eine MalS-Menge von 100 % entspricht der Menge des Ansatzes
ohne eine DegP-Zugabe.
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4.9.4.3 Abbau von gefaltetem reduziertem MalS durch DegP und die DegP-Derivate

Da die proteolytische Aktivitat von DegP und seinen Derivaten von der Temperatur ab-
hangig ist, wurde die Proteolyse von gefaltetem reduziertem MalS durch DegP und die
DegP-Derivate auch bei 3Z und 42°C getestet. Die Reaktion fand fur 14 Stunden statt.
Nach Fallen des Proteins wurde das Protein durch eine-F5AEE aufgetrennt
(Abbildung 4-46).
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Abb. 4-46. Abbau von gefaltetem reduziertem MalS bei 32 °C und 42 °C durch DegP und die
DegP-Derivate.

15 pg MalS wurde durch die Zugabe von DTT zu einer Endkonzentration von 100 mM und eine funfminitige
Inkubation bei Raumtemperatur reduziert. DegP und seine Derivate wurden in &quimolarer Konzentration zuge-
fugt und der Ansatz bei 32 °C bzw. 42 °C fur 14 Stunden inkubiert. Nach dem Fallen des Proteins mit TCA er-
folgte die Auftrennung der Proteine mittels einer reduzierenden 10 %-igen SDS-PAGE. Die Anfarbung der Prote-
ne auf dem Gel fand mit Coomassie statt.

Bei einer Temperatur von 3Z ist ein Abbau nur bei dem Ansatz mit DegP zu beobach-
ten. Die proteolytische Aktivitat der DegP-Derivate ist beFG2zu gering. Der Abbau durch
DegP ist inkomplett, da ein hochmolekulares Spaltprodukt beobachtet wurde. Reduziertes
gefaltetes MalS scheint ein schlechteres Substrat zu sein als ungefaltetes reduziertes MalS, da
hier eine wesentlich effizienterer Abbau bei niedrigen Temperaturen stattfand (Ka-
pitel 4.9.4.2).

Die Spaltung bei 42C ist wesentlich effektiver. Durch DegP, DegBskx und DegRppz2
fand ein vollstandiger Abbau von MalS statt. Es konnten keine Abbauprodukte nachgewiesen
werden. DegRppz1 2 war proteolytisch inaktiv, und es konnte kein Abbau beobachtet wer-
den. Durch DegRbpz1 fand ebenfalls kein Abbau statt, da dieses DegP-Derivat temperatur-
sensitiv ist und bei Temperaturen Uber@rkeine proteolytische Aktivitdt mehr aufweist.
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4.9.4.4 Tyrosin-Fluoreszenz von DegP in Abhéangigkeit von der Temperatur

Die proteolytische Aktivitat von DegP ist stark von der Temperatur abhangig. Um zu un-
tersuchen, ob die Temperaturabhéangigkeit auf DegP selbst beruht, ist Fluoreszenzspektro-
skopie mit dem gereinigten DegP durchgefiihrt worden. DegP enthélt keine Tryptophan-
Reste, aber fiinf Tyrosin-Reste. Die Anregung fand\be280 nm statt; die Emission wurde
bei A = 306 nm gemessen und graphisch gegen die Temperatur aufgetragen (Abbildung 4-47).
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Abb. 4-47. Fluoreszenz-Spektrum von DegP.

Die Ermittlung der fluoreszenzspektroskopischen Daten von DegP erfolgte in 50 mM Tris/HCI, pH 8,7. Die Anre-
gungswellenlange betrug A = 280 nm und das Emissionsspektrum wurde von A = 200 nm bis 420 nm mit einem
Perkin Elmer LS 650-40 Spektralfluorimeter bei der jeweiligen Temperatur aufgezeichnet. Die DegP spezifische
Emissionswellenlange betrug A = 308 nm.

Die Anderung des Emissionsspektrums war nicht linear tiber den gemessenen Temperatur-
bereich. Die groRRte Anderung konnte bei Temperaturen beobachtet werden, bei denen die
Proteaseaktivitat induziert wurde. Ein erster Knick trat béiC2dem Beginn der proteolyti-
schen Aktivitat) auf und ein weiterer konnte bei’82beobachtet werden (ab 32 findet ein
drastischer Anstieg der proteolytischen Aktivitat statt). DegP unterliegt somit einer tempera-
turabhangigen Konformationsédnderung. Diese Strukturanderung kénnte die Proteaseaktivitat
andrehen und dadurch die Chaperonaktivitat tberlagern.
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5. DISKUSSION

5.1 Biochemische Charakterisierung und Struktur dera-Amylase MalS

Fur die Charakterisierung von MalS wurde der fur das Protein in der Literatur beschriebe-
ne Reinigungsprozel3 (Freundlieb et al., 1988) optimiert und erheblich vereinfacht. Dies ge-
schah durch die Wahl eines anderen Bakterienstammes fur die Reinigung und eine modifi-
Zierte Reinigungsprozedur, die weniger Schritte erfordert. Dadurch ist eine schnellere und
schonendere Reinigung von MalS mdglich.

Nachdem die Substratspezifitat fur MalS bereits bekannt war (Freundlieb und Boos, 1986),
wurden die Stabilitdt und die Struktur von MalS naher untersucht.

Nach dem Entzug der gebundenen zweiwertigen Kationen von MalS mit dem Chelator
EDTA konnte die Abhangigkeit der enzymatischen Aktivitat von zweiwertigen lonen nach-
gewiesen werden. Die Titration mit unterschiedlichen lonen zeigte, dal3 eine vollstandige
Reaktivierung der Ausgangsaktivitat nur durcarfolgen konnte. Durch Md und Mr?*
fand nur eine unvollstandige und durch?Zikeine Reaktivierung statt. Dieses Ergebnis be-
statigt die durch eine Sequenzhomologie postulierte-Badestelle im Amylasekdrper von
MalS (Schneider et al., 1992) und reiht das Enzym in die Gruppe dérs@ailisierten
a-Amylasen ein. Durch B4 fand eine Stimulation statt. Dies wurde bereits fur ein anderes
Enzym beobachtet, der Methanol Dehydrogenase Mathylobacteriumextorquens
(Goodwin und Anthony, 1996). Hier wird durch den Austausch voit Barch C&* eine
Veréanderung der Konformation des aktiven Zentrums herbeigefiihrt, wodurch die freie Ener-
gie der Substratbindung und damit auch die Aktivierungsenergie herabgesetzt werden. Auf
diesem Effekt konnte auch die Stimulation der MalS-Aktivitat beruhen.

Das pH-Optimum von MalS liegt im alkalischen Bereich. Im sauren pH-Bereich findetein
drastischer Verlust der enzymatischen Aktivitat statt. Die Stabilitat der Enzymaktivitat ge-
genuber hohen Salzkonzentrationen und SDS wurde studiert. Die enzymatische Aktivitat
wurde durch hochosmolare Bedingungen nur wenig beeinflul3t. Die Zugabe von NaCl bis zu
einer Endkonzentration von 1 M reduzierte kontinuierlich die enzymatische Aktivitat auf ei-
nen Endwert von lediglich ca. 50 %. MalS weist nicht die fur eine pilzlecchfenylase
(Arakawa et al., 1992) beschriebene Resistenz gegenuber dem Detergens SDS auf. Durch
eine steigende SDS-Konzentration trat ein vollstandiger Verlust der enzymatischen Aktivitat
von MalS ein, der durch eine Denaturierung des Proteins durch SDS zu erklaren ist. MalS
weist zwar eine Stabilitdt gegenliber hohen Salzkonzentrationen auf, ist jedoch sensitiv ge-
genuber SDS.

Das Pseudooligosaccharid Acarbose ist kein geeigneter Inhibitor fur MalS. Die Affinitat
der Acarbose an MalS zu binden war so schwach, dal} fur eine effektive Hemmung Acarbo-
sekonzentrationen notwendig waren, die funfmal héher waren als die PG-6-Substratkonzen-
trationen.

Mit dem Substrat PG-6 wurde fir MalS eilg, von 49uM und eine Va4 VON
0,36umol/min pro mg Protein bestimmt. Diese Werte weichen von denen durch Freundlieb
et al. (Freundlieb et al., 1988) bestimmten ab. Dies kdnnte auf der veranderten Reinigung und
auch auf den unterschiedlichen Puffersystemen fur die Bestimmung der enzymatischen Para-
meter beruhen. Die Wahl eines neutralen pH-Wertes und Phosphatpuffers durch Freundlieb et
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al. stellte, wie die biochemische Charakterisierung von MalS zeigte, kein optimales Puffersy-
stem dar.

Anhand von den massenspektrometrischen Messungen und der analytischen Ultrazentrifu-
gation konnte der monomere Status von MalS bis in den mikromolaren Bereich nachgewiesen
werden. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten, dafld MalS ein globulares Pro-
tein ist. Die feinere Struktur von MalS kann als ein kurzer Hohlzylinder mit einer lateralen
Offnung beschrieben werden. In der zweidimensionalen Projektion des elektronenmikrosko-
pischen Bildes erscheint die Aufsicht des Molekiils in der Form eines Hufeisens. Dies erin-
nert an das Aussehen der AmylopullulanaseBagllus (Hatada et al., 1996) und der Glyco-
amylase au€lostridium thermosaccarolyticui®pecka und Mayer, 1993). Die Glycoamyla-
se ist ebenfalls ein monomeres Enzym (Specka et al., 1991).

MalS ist ein globuldares, monomeres Enzym, dag*Qgebunden hat. Die enzymatische
Aktivitat ist stark vom pH-Wert abhangig. MalS zeigt eine Stabilitat gegentber hohen Salz-
konzentrationen, nicht jedoch gegentber dem Detergens SDS. Mit PG-6 als Substrat wurden
eine Ky von 49uM und eine ¥,5xvon 0,36umol/min pro mg Protein bestimmt.

5.2 Bedeutung der Disulfidbriicken in MalS fir die Faltung

MalS enthalt vier Cysteine. Durch die Massenspektrometrie konnten zwei Disulfidbriicken
in MalS identifiziert werden. Zwischen Cystein-40 und Cystein-58 ist eine ,kleine* und zwi-
schen Cystein-104 und Cystein-520 ist eine ,grofRe” Disulfidbricke lokalisiert. Der Redox-
status des Proteins kann auf einem SDS-Gel beobachtet werden: unter reduzierenden Bedin-
gungen wandert MalS bei seinem theoretischen Molekulargewicht, und unter oxidierenden
Bedingungen ist die apparente Masse zu héherem Molekulargewicht verschoben. Dies ist
ungewohnlich, da ein Protein normalerweise nach der Ausbildung einer Disulfidbriicke eine
kompaktere Struktur aufweist und in der SDS-PAGE eine geringere apparente Masse auf-
weist als unter reduzierenden Bedingungen. Inzwischen wurde dieses ungewo6hnliche Lauf-
verhalten bei einem weiteren Protein, dem Hsp33Euwmli beobachtet (Jacob et al., 1999).

Der Grund fur dieses veranderte Laufverhalten bei MalS ist nicht bekannt; eine posttransla-
tionale Modifikation kann jedoch aufgrund der massenspektrometrischen Daten ausgeschlos-
sen werden. Mdglich ist, daf3 nach der Reduktion der Disulfidbriicken hydrophobe Elemente
exponiert werden, die eine verstarkte Anlagerung von SDS ermdglichen.

Nach einer Reduktion der Disulfidbricken wird die native Struktur von MalS zerstort.
Durch die elektronenmikroskopischen Aufnahmen und die Sedimentationsexperimente
konnte eine Aggregation zu grof3en Komplexen nachgewiesen werden. Trotz dieser Struktur-
veranderung bleibt die enzymatische Aktivitat erhalten. Durch die Reduktion der Disulfid-
briicken von nativem MalS wird die fur die enzymatische Aktivitat notwendige Struktur des
aktiven Zentrums nicht beeinflu3t. Die Denaturierung findet wahrscheinlich nur am
N-Terminus statt.

MalS hat am N-Terminus eine Erweiterung von ca. 200 Aminosauren, die keine Homolo-
gie zu anderen Amylasen zeigt (Schneider et al., 1992; Svensson, 1994). Auch in anderen
Amylasen gibt es Erweiterungen, allerdings sind diese nicht am N-Terminus des Proteins und
auch nicht Uber eine Disulfidbriicke mit der Amylase-Doméane verknipft. Von Aminosau-
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re 69 bis 174 des reifen Proteins besteht eine groRe Homologie (Abbildung 5-1) zu einer Do-
mane des cytoplasmatischen Chaperons GroEL (Spiess et al., 1997). Dies ist sehr ungew6hn-
lich und wurde bislang bei keiner anderen Amylase gefunden.

GroEL - 230 RDMLSVLEAVAKSGRPLLIVAEDVEGEALATLVWN-NMRGIVKVCAVKAPGFGD
MaS- & RDGEYTLQIDTRSGTPTLMISIQNAAEPVASLVRECPKWDGLPLTVDVSA-TFPE
*k *"—i' +*k**_|_|_ + *+**k+ *+ ** *+

GroEL - —RRKAMLQDIAILTNGQVISEEIGTSLETASLESLGTAKRIWTKENTTI 331
MalS- GAAVRDYYSQQIAVKNGQIMLQPAATSNGLLLL ERAETDTSAPFDWHNATY | 174
* kg bk p ke ek o kkp

Abb. 5-1. Vergleich der Aminoséuresequenz des N-Terminus von MalS und einer Doméane von GroEL.

Der Aminosaurevergleich zwischen der N-terminalen Doméne von MalS (Aminoséure 69 - 174) und der apikalen
Domane von GroEL (Aminoséaure 230 - 331) erfolgte mit dem Programm Clustal W v6.1.

*.identische Aminoséure

+: konservativ ausgetauschte Aminosaure

Die Homologie beschrankt sich auf die apikale Doméne von GroEL. Auf der Basis von
Mutationsexperimenten wird angenommen, dal’ diese Domane an der Peptidbindung beteiligt
sein konnte (Fenton et al., 1994). Aminoséauren, die sich dabei in GroEL fir die Peptidbin-
dung notwendig erwiesen (Tabelle 5-1), sind in MalS hoch konserviert oder zumindest kon-
servativ ausgetauscht.

Tab. 5-1. EinfluR einzelner Aminosaurenaustausche in GroEL auf die Funktion.
Die Tabelle faf3t die Daten von Fenton et al. (Fenton et al., 1994) zusammen.

ATPase- GroES-
AminosaureaustauschFunktion Bindung  Peptidbindung Faltung
L237E + - -

E238A -[+ + Agg

L259S
V263S
V264S
K277E
F281D
D283
K286E
A293E
L309K
L314K

+: kein Funktionsverlust b: verbesserte Funktion

+ +F + + + < < < + + +
+++++<E:>+
Q

- Funktionsverlust Agg: Aggregation des Zielproteins
v: reduzierte Funktion
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Durch die Disulfidbricke zwischen Cystein-104 und Cystein-520 in MalS wird dieser Be-
reich an die C-terminale Amylasedomane gefihrt. Durch die Reduktion der Disulfidbriicken
in MalS werden die N-terminale Erweiterung und die Amylasedoméne getrennt. Dies fuhrt
zur Aggregation des Proteins, weil hydrophobe Bereiche exponiert werden. Man kann daher
annehmen, dal3 die N-terminale Erweiterung von MalS eine Domane bildet, die an der Fal-
tung des Amylasekérpers beteiligt ist und als intramolekulares Chaperon hydrophobe Berei-
che schitzt.

Basierend auf den bisher beschriebenen Daten der elektronenmikroskopischen Aufnah-
men, der Kartierung der Disulfidbriicken, der Sequenzhomologie des N-Terminus und der
Molekulargewichtsbestimmung durch die analytische Ultrazentrifugation wurde ein topologi-
sches Modell von MalS erstellt (Abbildung 5-2). MalS besteht aus zwei Domé&nen: einer
N-terminalen Region, die Homologie zur apikalen Domane von GroEL aufweist und der
C-terminalen Amylasedomane. Der Amylasekérper ist im Modell als FalR dargestellt. Eine
Seite des Zylinders wurde aufgrund der elektronenmikroskopischen Strukturdaten offen ge-
lassen. Die N-terminale Erweiterung ist Gber eine Disulfidbricke an die Amylasedoméne ge-
bunden und schirmt hydrophobe Elemente ab.

Abb. 5-2. Topologisches Modell von MalS.
Die Amylasedomé&ne von MalS ist als ein Zylinder dargestellt. Die N-terminale Erweiterung ist durch eine Disul-
fidbriicke zwischen Cystein-104 und Cystein-520 mit dem Amylasekdrper verbunden.

Nur Cystein-520 ist ein auch in anderen Amylasen konserviertes Cystein und wird z. B. in
den Amylasen vomlteromonas haloplancti§Feller et al., 1992)Aspergillus shirousamii
(Shibuya et al., 19925 chwanniomyces occidentaltrasser et al., 1989) usdccharomy-
copsis fibuligergltoh et al., 1987) gefunden. Weitere in Amylasen konservierte Cysteine
kommen in MalS nicht vor, und die drei N-terminal lokalisierten Cysteine kbnnen nur in
MalS beobachtet werden.

Natirlich vorkommende (Wendland et al., 1991) (Vanhove et al., 1997) oder kinstlich
eingefiuhrte (Matsumura et al., 1991) Disulfidbricken erhéhen die Stabilitat vieler Proteine.
Die enzymatische Aktivitat eingAmylase auBacillus polymyxast stark abhéngig von der
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Bildung einer Disulfidbriicke, obwohl keines der Cysteine am Reaktionsmechanismus betei-
ligt ist (Uozumi et al., 1991). Die enzymatische Aktivitat von MalS war nicht abhangig von
den Disulfidbriicken. Eine Reduktion fuhrte nicht zu einem Verlust, sondern zu einem leich-
ten Anstieg der enzymatischen Aktivitat. Dies ist durch eine verbesserte Zugénglichkeit des
Substrats erklarbar. Die Disulfidbriicken konnten auch nicht die thermische Stabilitat oder
Resistenz gegenliber SDS von gereinigtem MalS unterstutzen, wie dies fur andere Proteine
beobachtet worden war. Die Disulfidbriicken sind folglich nicht fiir die Stabilitat oder en-
zymatische Aktivitat von nativem MalS notwendig.

Die Ausbildung der Disulfidbriicken ist jedoch unabdingbar fur die Faltung von MalS.
Ohne Disulfidbriicken kann MalS nicht in eine enzymatisch aktive Konformation falten. Dies
konnte bei der Faltunign vivo undin vitro gezeigt werden. Um die Bedeutung der Ausbil-
dung von Disulfidbriicken fur die Faltung von MaiSvivo zu untersuchen, gibt es zwei ver-
schiedene Ansétze: Expression yoalSi) im Periplasma in eineldsbA-Mutante oder ii) im
reduzierenden Milieu des Cytoplasmas.

Die Ausbildung der Disulfidbriicken in periplasmatischen Proteinen wird durch die Disul-
fidbricken-Oxidoreduktase DsbA katalysiert. Wurde alsbA-Mutante, diemalSvon ei-
nem Plasmid exprimierte, bei 3T inkubiert, konnten nur 6 % der MalS-Aktivitat des ent-
sprechendedsbA -Stammes gemessen werden, und die Menge an oxidiertem MalS war re-
duziert. Die Pulse-Chase-Experimente zeigten, dafd die Translokation und die Faltung von
MalS im dsbA-Hintergrund innerhalb von Sekunden abgeschlossen ist. In einem
dsbA-Stamm fand die Translokation ebenfalls statt, jedoch konnte nur reduziertes MalS
nachgewiesen werden. Die reduzierte Form von MalS war instabil und wurde innerhalb von
Minuten abgebaut. Im Cytoplasma ist bei einem Wachstum der Zellen b&ikine Aus-
bildung von Disulfidbriicken zu beobachten, und das Protein ist nicht funktionell. Auch eine
Veranderung des Cytoplasmas zu stark oxidierenden Bedingungen konnte keine Faltung sti-
mulieren. Die unterbliebene Faltung im Cytoplasma beruht nicht auf dem Fehlen der Signal-
sequenz im Protein, da signalsequenzloses MalS durch einen veradnderten Translokationsap-
parat (z. BprlA4-Mutanten) in das Periplasma transportiert wird und dort korrekt faltet
(Prinz et al., 1996).

Bei einer Inkubationstemperatur der Stamme voAQ&t die Faltung wesentlich effizi-
enter, und nach der Expression voalSin einemdsbA-Stamm falten ca. 50 % des Proteins.
Die Disulfidbriicken in MalS werden gebildet, und das Protein ist enzymatisch aktiv. Die
Pulse-Chase-Experimente haben aufgezeigt, dal’ die Faltung nicht vergleichbar schnell statt-
findet wie in demdsbAf-Hintergrund, sondern daf3 es zu einer Akkumulation von oxidiertem
MalS kommt, da reduziertes MalS langsamer abgebaut wird. Ein weiterer Grund fir die ver-
besserte Oxidation konnte eine im Vergleich z#G#&rhothte Sauerstoffmenge im Medium
sein, die eine spontane Disulfidbriickenbildung begunstigt.

Im Cytoplasma findet bei 37C keine Disulfidbriickenbildung in MalS statt. Das Protein
ist enzymatisch inaktiv. Auch bei 28 ist die Oxidation wesentlich ineffektiver als im Peri-
plasma. Erst unter den stark oxidierenden Bedingungen des Stammes FA113
(trxB::kan...Tnl10 gor522..Tn10) kommt es zur Ausbildung von Disulfidbriicken in MalS.
Allerdings ist das oxidierte MalS nicht enzymatisch aktiv; die Bildung der Disulfidbricken
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fuhrt nicht zwangslaufig zu einem korrekt gefalteten Protein — ein weiterer wichtiger Fal-
tungsschritt oder Faltungshelfer ist notwendig, der nicht im Cytoplasma stattfinden kann bzw.
existiert. Dies unterscheidet MalS von der alkalischen Phosphatase. Auch dieses Enzym be-
notigt Disulfidbricken fur seine enzymatische Aktivitat (Derman und Beckwith, 1991), je-
doch ist eine aktive Expression im Cytoplasma bereitsxiBr odergsh-Mutanten maoglich
(Derman et al., 1993).

Obwohl MalS vier Cysteine enthalt, die zwei Disulfidbricken bilden, scheint es in Anwe-
senheit von DsbA nicht zu einer inkorrekten Auswahl der Cysteine fir die Disulfidbricken zu
kommen. Eine Deletion der Disulfidbriicken-Isomerase DsbC hatte keinen Effekt auf die en-
zymatische Aktivitat oder Faltung von Mailsvivo. Die Wahl der Cysteine fir die Disulfid-
bricken kdnnte durch die kurze Abfolge in der Primarstruktur der Cysteine-40 und -58 bke-
stimmt werden. Sie liegen nur 18 Aminoséauren voneinander entfernt. Moglicherweise bildet
sich so diese Disulfidbriicke zuerst aus, wodurch die Ausbildung der zweiten Disulfidbriicke
und damit eine Anheftung der N-terminalen Erweiterung an die Amylasedomane erzielt wird.

Auch fir die Faltung von Mal$ vitro ist die Bildung der Disulfidbriicken eine Voraus-
setzung. Unter reduzierenden Bedingungen ist keine Faltung von MalS moglich. Eine sponta-
ne Faltung ist moglich, ist aber nicht sehr effizient, da nur ungefahr 20 % des Proteins Disul-
fidbriicken ausbilden und enzymatisch aktiv sind. Die Oxidation der Cysteine scheint durch
den im Puffer geldsten Sauerstoff katalysiert zu werden.

Das Redoxpotential hat deshalb einen erheblichen EinfluR auf die Faltungseffizienz. Als
optimal erwies sich ein Redoxpotential, bei dem finfmal mehr reduziertes Glutathion vorliegt
als oxidiertes. Dies erscheint zundchst paradox, da man die Thiole im Protein oxidieren
mdchte. Wahrscheinlich verlangsamt aber der Einsatz von mehr reduziertem als oxidiertem
Glutathion die Faltung, wodurch diese flexibler ist und so zu einem préaziseren Endergebnis
fuhrt. Falsch gebildete oder zu frih gebildete Disulfidbricken kénnen durch das reduzierte
Glutathion wieder reduziert werden. Das dadurch gebildete oxidierte Glutathion kann wieder
die Ausbildung einer Disulfidbriicke katalysieren. Korrekt ausgebildete Disulfidbricken
konnten durch die fortschreitende Faltung fixiert werden.

Durch DsbA konntan vitro die Ausbeute an oxidiertem MalS nicht erh6ht werden. Die
Katalyse der Disulfidbrickenbildung durch Glutathion scheint sehr effektiv zu sein. Mdglich
ist ein kinetischer Effekt von DsbA. Dies konnte aber nicht festgestellt und untersucht wer-
den, da die hierfiir notwendigen technischen Mittel nicht zur Verfligung standen.

Die Oxidation von MalS konnte nur bei alkalischem pH-Wert durch Glutathion katalysiert
werden. Bei neutralem oder saurem pH-Wert war, selbst in der Gegenwart von Glutathion
oder DsbA, keine Ausbildung der Disulfidbriicken zu beobachten. Dies ist ungew6hnlich,
denn es ist bekannt, dal3 Glutathion und DsbA selbst bei saurem pH-Wert katalytisch aktiv
sind (Ruddock et al., 1996) (Wunderlich et al., 1993). Ein zweiter pH-abhéngiger Faltungs-
schritt muf3 existieren, ohne den die Ausbildung der Disulfidbriicken nicht méglich ist.

Die Disulfidbriicken in MalS geben dem nativen Protein keinen Stabilitditsgewinn. Die
Ausbildung der Disulfidbricken ist eine Grundvoraussetzung fur die erfolgreiche Faltung von
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MalS. Wahrscheinlich ist es ihre Aufgabe, wahrend der Faltung den N-Terminus als intra-
molekulares Chaperon an die C-terminale Amylasedoméane heranzufiihren, um so eine Fal-
tung einzuleiten.

5.3 Die Protease DegP ist auch ein Chaperon

Durch testen verschiedener proteasedefizienter Stamme konnte das fir den Abbau von
falsch gefaltetem reduziertem MalS verantwortliche Enzym identifiziert werden: es ist die
Protease DegP. Die zu DegP paralogen Proteasen DegQ und DegS haben beim Abbau von
falsch gefaltetem Mal$ vivonur eine untergeordnete Rolle. Nullmutationen in diesen Pro-
teasen konnten MalS ohne Disulfidbriicken im Periplasma nicht stabilisieren. Dieses Ergebnis
bestétigt die Hypothese von Waller und Sauer (Waller und Sauer, 1996), dal3 zwar eine ahnli-
che Funktions- und Substratspezifitat bei DegP und DegQ bestehen, jedoch in der Zelle, trotz
des gemeinsamen Kompartiments, eine unterschiedliche Anwendung stattfindet.

Nach dem Ausschalten von DegP in eindshA-Stamm ist aber nicht nur der Abbau von
MalS, sondern auch dessen Faltung unterbunden. In éstexdegP-Doppelmutante wird
die reduzierte Form von MalS zwar stabilisiert, aber es kann kein oxidiertes MalS mehr
nachgewiesen werden. Das vorliegende MalS ist enzymatisch inaktiv. In einer
dsbA-Einzelmutante war bei einer Inkubationstemperatur vofC28och eine Aktivitat von
58 % melbar, und der Anteil an oxidiertem MalS korrelierte mit der enzymatischen Aktivitat.
Die Faltung von MalS ist in einedsbA-Mutante von DegP abhéangig. In einem
dsbAf-Hintergrund war in einedegRNullmutante kein Effekt auf die Faltung nachweisbar.
MalS bildete Disulfidbricken aus, und die enzymatische Aktivitat entsprach der eines
degPf-Stammes. Die Faltung von MalS ist daher nur unter Bedingungen, bei denen es nicht
korrekt falten kann, von DegP abhangig. DegP ist also nicht nur fir den Abbau von falsch
gefaltetem MalS verantwortlich, sondern vermittelt auch unter StreBbedingungen die Faltung
von MalS.

Um eine maogliche Chaperonaktivitat von DeigPvivo zu testen, wurdemalSund eine
proteolytisch inaktive Punktmutante vaegR degPs10a koexprimiert. Diese Punktmu-
tante hat einen Aminoséaureaustausch von Serin zu Alanin im aktiven Zentrum. Ein Effekt
dieses Proteins auf die Faltung kann dadurch nicht auf der Proteaseaktivitat beruhen. Nach
der Koexpression vomalSund degRs»10a in einemdsbAdegP-Stamm ist wieder eine
Amylaseaktivitat mef3bar, und MalS liegt zumindest teilweise in oxidierter Form vor. Zur
weiteren Charakterisierung des Einflusses von DegP auf die Faltung von MalS wurden kalte
osmotische Schocks von verschiedenen Stdmmen hergestellt. IrdefetegP-Mutante
war nur reduziertes MalS nachweisbar, und das Protein lag komplett in der unldslichen Frak-
tion vor. Eine Faltung konnte nicht stattfinden, weshalb MalS aggregierte. Nach der Expres-
sion vondegRs,10a iN diesem Stammhintergrund konnten zwei unterschiedliche Fraktionen
beobachtet werden: i) reduziertes MalS in der unldslichen Fraktion und ii) oxidiertes MalS in
der l6slichen Fraktion. Nur oxidiertes MalS war enzymatisch aktiv. Eine Katalyse der Disul-
fidbrickenausbildung durch DegP ist auszuschlie3en, da DsbA nur eine geringe Homologie
zu DegP aufweist (15 % identisch tber die gesamte Lange von DsbA, Daten nicht gezeigt)
und das fir eine Katalyse notwendige C-X-X-C Motiv fehlt (Daten nicht gezeigt). Dieses
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Motiv (Freedman et al., 1994) findet man bei allen an der Ausbildung oder Reduktion von
Disulfidbriicken beteiligten Proteinen. Die Aufgabe von DegP bei der Faltung von MalS
scheint darin zu liegen, eine Aggregation des reduzierten MalS zu verhindern und dadurch
eine langsame spontane Ausbildung der Disulfidbriicken in MalS zu ermdglichen. Eine Ag-
gregation von MalS wirde eine anschlieBende Ausbildung der Disulfidbriicken und damit
auch die weitere Faltung verhindern. DegP vermitteitivo nicht nur den Abbau von falsch
gefaltetem MalS, sondern auch die Faltung von MalS unter Stref3bedingungen.

Diese Ergebnisse werden durch dieGalaktosidase-Aktivitat einer chromosomalen
degRlacZ-Fusion kkraftigt. Die Expression vommalS in einem dsbA- oder
dsbAdegP-Hintergrund erhéhte dif-Galaktosidase-Aktivitat. Fur die Faltung und den Ab-
bau von MalS wird unter diesen Bedingungen DegP bendtigt. Die Promotoraktivitat ist stark
erhoht, um das Expressionsniveau an die auftretende Menge von falsch gefaltetem MalS an-
zupassen. Die Expression vdagRso10a Unterstitzt die Faltung von MalS. Es liegt weniger
falsch gefaltetes Protein im Periplasma vor, und so ist in eidesbhA- oder
dsbAdegP-Stammbhintergrund die Expression \aegPstark reduziert.

In einemdegP-Stamm kann im Vergleich zudegP-Stamm keine signifikante Verande-
rung festgestellt werden. DegP hat unter den Bedingungen einer korrekten Faltung von MalS
keine Bedeutung und wird nicht bendtigt. Eine Expressionssteigerung ist deshalb nicht not-
wendig. Eine Nullmutation indegRGen ist fur die Zellen auch erst bei Temperaturen ober-
halb 37°C letal. Bei 28°C, den Anzuchtbedingungen fur die Bestimmung der
degRlacZ-Aktivitat, ist die Bedeutung der Funktion von DegP fur die Zelle geringer, da we-
niger falsch gefaltetes Protein vorliegt. Auch unter Bedingungen erhéhter Osmolaritat oder
eines niedrigen pH-Wertes konnte keine Induktion beobachtet werden. Dies kann zwei Ursa-
chen haben: i) unter diesen Bedingungen tritt ein Faltungsstrel3 fur die Zelle auf, der nicht
durch DegP eliminiert werden kann, wodurch eine Induktion der Expression unterbleibt, oder
i) die Proteinfaltung ist von diesen externen Faktoren abgeschirmt und kann nicht beein-
trachtigt werden.

Die selben Effekte kdnnen in den einzelnen Stammen auch ohne Expressinal8be-
obachtet werden; lediglich die absolute Induktion degRExpression war geringer. Die
Expressionssteigerung valegPin Nullmutanten von Faltungshelfern, wie z. B. DsbA oder
SurA ist bekannt (Pogliano et al., 1997). DegP wird erst von der Zelle benétigt, wenn falsch
gefaltete Proteine vorliegen. Die Daten zeigen aber, dal3 die Zelle auch auf das Auftreten ei-
nes einzelnen falsch gefalteten Proteins reagiert und die Expressideg@®an die Menge
des falsch gefalteten Proteins anpal3t.

Die Steuerung der Expression vdegPwird Uber zwei Signaltransduktionswege vermit-
telt: den RseA/B-Weg und das CpxA/R-Zweikomponentensystem. Eine Verminderung des
Faltungsstresses fir die Zelle durch Dggfya reduziert auch in einer konstitutiven
CpxA-Mutante diedegRlacZ-Aktivitat. Der Faltungsstrel3, den DegH gavermindert, wird
uber beide Signaltransduktionswege registriert. Durch den RseA/B-Weg und das
CpxA/R-Zweikomponentensystem werden folglich nicht vollkommen unterschiedliche Si-
gnale wahrgenommen, sondern die beiden Wege sind miteinander verzahnt.
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Die Reduktion de-Galaktosidase-Aktivitat nach der Expression degPRs»10a kann
nicht auf einer Regulation dedegRExpression durch DegRiga beruhen, da die
degRExpression nicht autoreguliert ist (Strauch und Beckwith, 1988).

Ein direkter Effekt von DegP bzw. Degp gaauf die Faltung von MalS konnte durch die
in vitro Experimente gezeigt werden. DegP und DggRBa unterstitzen die Ausbildung von
Disulfidbricken und damit die Faltung von Mat8vitro bei 28°C. Auf einem SDS-Gel watrr,
nach einer Faltung von MalS in der Gegenwart von DegP oderdpegk ein erhohter Sta-
tus an oxidiertem MalS zu beobachten. Diese Unterstitzung der Faltung war jedoch nicht bei
den Kontrollproteinen BSA oder Lysozym nachweisbar. Eine Faltung von MalS kann nicht in
der Gegenwart von DTT durch DegP vermittelt werden. Die Ausbildung der Disulfidbriicken
in MalS wird auch in der Gegenwart von DegP unterbunden und ist ebenfalls wie bei einer
spontanen Faltung eine Voraussetzung. Dies unterstitzt die aus vWea Experimenten
abgeleitete Hypothese, dal3 DegP lediglich eine Aggregation des reduzierten MalS verhindert
und nicht aktiv an der Bildung der Disulfidbruicke beteiligt ist.

Bei hoheren Faltungstemperaturen {87und 42°C) wird die Ausbildung der Disulfid-
briicken durch Degéb10a vergleichbar unterstitzt wie bei 28. Die enzymatische Aktivitat
von MalS ist jedoch stark reduziert im Vergleich zur Faltung bé28n der Gegenwart von
DegP wird bei einer héheren Faltungstemperatur ein Abbau von reduziertem MalS beobach-
tet (37°C). Bei 42°C ist die gesamte Proteinmenge stark reduziert, und nur eine geringe
Menge an oxidiertem MalS konnte beobachtet werden. Die Bifunktionalitdt von DegP scheint
daher Uber die Temperatur gesteuert zu werden (Erorterung des Mechanismus in Kapitel 5.6).

Die Effizienz der Faltung ist durch die Titrationsexperimente untersucht worden. Nach der
Faltung von MalS bei 28C, 37°C oder 42°C in Gegenwart unterschiedlicher
DegPRs210xKonzentrationen wurde die enzymatische Aktivitat von MalS bestimmt. Bei einer
Faltungstemperatur von 3T oder 42°C ist die Ausbeute an enzymatisch aktivem MalS
wesentlich geringer als bei 28, obwohl das Verhaltnis von oxidiertem zu reduziertem
MalS bei allen Temperaturen nahezu identisch ist. Nur ein Drittel der enzymatischen Aktivi-
tat im Vergleich zu einer Faltung bei 28 waren nachweisbar. Eine Faltung von MalS bei
hoheren Temperaturen ist, ebenso wie bei der Faltuvigo, wesentlich ineffektiver.

Diese Titrationsexperimente haben gezeigt, dald bei allen drei getesteten Temperaturen ei-
ne Unterstitzung der Faltung von MalS erst bei RggfxKonzentrationen erfolgt, die un-
gefahr aquimolar zu der eingesetzten MalS-Menge sind. Dies bedeutet nicht zwangslaufig,
daRd die Chaperonaktivitét vivo ebenfalls stdchiometrisch ist. Daftir gibt es mehrere Grin-
de: i) zum einen ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Faltung nicht bekannt, und
viele Zyklen von Bindung und Freisetzung kdnnen fur eine effektive Faltung von MalS not-
wendig sein. ii) AuRerdem kann es bei der Proteinfaltung auch zu Intermediaten kommen, die
nicht mehr gefaltet werden kénnen und die Maschinerie blockieren. Diese Molekile kénnten
in vivo oder bei Wildtyp DegP durch die proteolytische Aktivitat eliminiert werden. Dies
wirde auch erklaren, warum keine quantitative Oxidation von MalS zu beobachten ist. Bei
dem reduzierten MalS kénnte es sich um solche Intermediate handeln. iii) Schlie3lich kénnte
die Freisetzung des gefalteten MalS von Deygfitro sehr ineffizient sein. Fir andere mole-
kulare Chaperone sind Faktoren, z. B. GrpE oder ATP bekannt, die eine Freisetzung des
Substrats erleichtern. Im Periplasma existiert kein ATP (Rosen, 1987), und auch Uber das
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Vorkommen von anderen regulatorischen Faktoren ist nichts bekannt. Eine Freisetzung des
Substrats von DegP konnite vivo erheblich effektiver sein. Diese drei Punkte kdnimevi-

tro die Effizienz der Faltung verfalschen. Mit den bisherigen Daten ist deshalb tber die Mola-
ritdtsverhaltnisse keine Aussage maoglich.

DegP ist kein spezifisches Chaperon fur MalS, es ist ein allgemeines molekulares Cha-
peron und kann die Faltung der verschiedensten Proteine vermitteln. Der Schlul3, dal3 DegP
ein generelles Chaperon ist, kann aus der Komplementation des hitzesensitiven Phanotyps
von degRNullmutanten durch Degf310a und der Unterstutzung der Faltung der Citrat
Synthase und d€¥-Galaktosidasé vitro geschlossen werden.

degRNullmutanten sind hitzesensitiv. Temperaturen oberhaltC3mhren zu einer Lyse
der Zellen. Durch einen Hitzestrel3d kommt es in der Zelle zur Entfaltung von nativen Protei-
nen und der Falschfaltung von Proteinen. Entfaltete Proteine wirden aggregieren; dies wére
letal fir die Zelle. Die Zelle hat zwei Antwortmdglichkeiten: den Abbau von entfalteten Pro-
teinen und Aggregaten durch die Proteasen und/oder ein Verhindern und Aufldsen der Pro-
teinaggregation durch die Chaperone. Eine ExpressiordegRs10a in diesen Mutanten
kann die Temperatursensitivitat wieder aufheben. Dieser Effekt kann nicht auf der Protease-
funktion von DegP beruhen, weil die Punktmutante proteolytisch inaktiv ist. Die Zellen
konnten durch die Chaperonaktivitat von DggRya .gerettet” werden. Auch bei der Protea-
se Lon ist beobachtet worden, daf der Phanotyp leinéiullmutante durch ein Lon-Derivat
mit einem Serin zu Alanin-Austausch im aktiven Zentrum komplementiert werden kann
(Roudiak et al., 1998) (van Melderen und Gottesman, 1999), und es wird eine Chaperonakti-
vitat diskutiert. Fur die Komplementation wird eine ungefahr vierfach hohere
DegRs210xMenge als DegP-Menge bendtigt. Dies ist ein Hinweis darauf, daf3 der Protease-
funktion eine grol3ere Bedeutung bei der Komplementation zukommt als der Chaperonakti-
vitat. Die Proteasefunktion verhindert auch, dal3 irreversibel entfaltete Proteine durch ein
standiges Binden an DegP oder an mdgliche periplasmatische Chaperone und Faltungskataly-
satoren bzw. jedes andere funktionelle Protein diese austitrieren bzw. blockieren und dadurch
wichtige biologische Funktionen unterbinden. Die Bifunktionalitat von DegP erlaubt der
Zelle eine schnelle und préazise Entscheidung Gber das Schicksal falsch gefalteter Proteine:
Abbau oder Ruckfaltung!

Die Ruckfaltung von chemisch denaturierter Citrat Synthase konnte in der Gegenwart von
DegP oder Degk»1oa stimuliert werden; die spontane Ruckfaltung von 5 % konnte auf unge-
fahr 20 % gesteigert werden. Die Effizienz der Ruckfaltung entspricht der fir GroEL/ES in
der Literatur beschriebenen (Buchner et al., 1998). Die absolute Ausbeute ist fir GroEL/ES
hoher (75 %), allerdings betrug die spontane Rickfaltung hier 25 %. Bei DegP konnte also
eine vierfache, fur GroEL/ES eine dreifache Stimulation der Faltung bestimmt werden. Auf-
grund dieses Vergleichs kann von einer hohen Effizienz der Chaperonaktivitat von DegP aus-
gegangen werden.

Auch die Riuckfaltung von chemisch denaturierfeGalaktosidase konnte durch
DegRs210a Stimuliert werden. Die Ausbeute an korrekt zurtickgefalf@t€alaktosidase war
zwar gering (0,4 %), jedoch betrug die spontane Rickfaltung lediglich 0,009 %, so daf3 die
Rickfaltung um das 44fache gesteigert werden konnte3{alaktosidase ist durch Guani-
diniumhydrochlorid denaturiert worden. Dies fuhrt zu einer Aggregation des denaturierten
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Proteins (Nichtl et al., 1998). Die geringe Ausbeute der Rickfaltung kdnnte auf dem Vorlie-
gen dieser Aggregate liegen, da es wesentlich komplizierter ist, bereits gebildete Aggregate
aufzulésen als Proteine vor der Aggregation zu schitzen und erfolgreich zurtickzufalten. Eine
weitere Erklarung der geringen Ausbeute ware, dal’ §agRnur die Faltung der Monome-

re derf3-Galaktosidase aber nicht die weitere Assemblierung dieser unterstitzen kann. Durch
die Tetramerisierung wird das Molekdl zu grof3, um von DegP geschuitzt zu werden.

Fur Proteasen, die auch eine intrinsische Chaperonaktivitat aufweisen wurde der Name
Charonin gepragt (Gottesman et al., 1997). Bislang sind drei Familien bekannt. i) In der
Clp-Familie ist die Proteaseaktivitat auf die ClpP- und die Chaperonaktivitat auf die CIpA-
und ClpX-Untereinheiten (Wawrzynow et al., 1995) verteilt. Die Substrate werden zunachst
von CIpA/ClpX gebunden und ATP-abhangig moduliert. Anschlie3end erfolgt der Abbau
durch CIpP. In der Abwesenheit der Proteaseuntereinheit kann das Substrat in einer riickge-
falteten aktiven Konformation freigesetzt werden. ii) Bei der FtsH-Familie sind beide Akti-
vitaten in einer Polypeptidkette vereint. Mutanten im aktiven Zentrum kdnnen weiterhin die
Faltung der ATP-Synthasa vivovermitteln, verlieren jedoch ihre proteolytische Funktion
(Schumann, 1999). iii) Auch bei der Lon-Familie knnen solche Mutanten des aktiven Zen-
trums nach der Uberproduktion noch die Faltung von Proteinen vermitteln (van Melderen und
Gottesman, 1999). Aufgrund der experimentellen Befunde der vorliegenden Arbeit kann
DegP auch als ein Charonin klassifiziert werden.

Die Chaperonaktivitat von Proteasen ist haufig wichtig fur die Proteolyse, da die Peptid-
bindedomane mit dem Substrat interagiert und ein chaperonahnliches Modellieren oder Ruck-
falten der Proteine vermittelt. Dies ist z. B. fir Lon eine Grundvoraussetzung fir eine effizi-
ente proteolytische Spaltung. Auch das Zusammenspiel von Proteasen und Chaperonen hat
diesen Effekt. So kooperiert ClpX mit Hsp40 oder Hsp70 (Glover und Lindquist, 1998) und
die mitochondrialen Proteasen PIM1 und AAA mit dem mitochondrialem Hsp70-System
(Savel'ev et al., 1998). Die Interaktion von einem Chaperon und einer Protease oder die Zu-
sammenfassung beider Aktivitdten in einem Molekul stellt ein effizientes System der Quali-
tatskontrolle flr neu gefaltete Proteine dar und ermdglicht einen unmittelbaren Abbau falsch
gefalteter Proteine.

Es handelt sich bei allen bislang bekannten Charoninen um ATP-abhangige Proteasen;
DegP ist das erste ATP-unabhangige Charonin. Die Hydrolyse von ATP dient bei den Cha-
peronen und Proteasen zu einer Herabsetzung der Bindungsaffinitdt zum Substrat und damit
seiner Freisetzung. Die Energie fur die eigentliche Faltung bzw. die Proteolyse wird nicht
durch die ATP-Hydrolyse gestellt. Fir DegP muf3 ein anderer Mechanismus der Freisetzung
gelten. Die Bindung des Substrats konnte solange erfolgen, bis es gefaltet ist und aufgrund
einer kompakten hydrophilen Struktur freigesetzt wird. Kann eine Faltung nicht erfolgen,
setzt auch bei geringen Temperaturen eine langsame Proteolyse ein, bis die Fragmente so
klein sind, dal3 sie nicht mehr gebunden werden (Waller und Sauer, 1996). Aber auch ein zu-
satzlicher periplasmatischer Faktor ist denkbar, der durch eine Bindung an DegP eine Kon-
formationsanderung initiiert. Die hohe Effizienz der Ruckfaltung von der Citrat Synthase
durch DegP imn vitro System zeigt, dafl3 eine Freisetzung auch ohne einen Kofaktor stattfin-
den kann. Eine stabile Bindung ohne Freisetzung zwischen dem Chaperon und dem Substrat
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unterdrickt eine enzymatische Aktivitat. Dies wurde bereits mit Citrat Synthase und den
Chaperonen Hsp33 (Jacob et al., 1999) und GroEL (Buchner et al., 1998) beobachtet.

Der Mechanismus der Substratfreisetzung klart auch die Frage der Entscheidungskriterien
uber Faltung versus Abbau. Deshalb sollte die Aufklarung dieser Punkte ein Hauptziel zu-
kunftiger Experimente sein.

Die Protease DegP ist ein bifunktionelles Protein. Neben der proteolytischen Aktivitat be-
sitzt DegP noch die Fahigkeit als Chaperon zu agieren. Dadurch ist eine Unterstiitzung ande-
rer Proteine in Situationen erschwerter Faltung moglich. Die Bifunktionalitat erlaubt eine
schnelle und préazise Entscheidung Uber das Schicksal entfalteter Proteine: Faltung oder Ab-
bau!

5.4 Vergleich der Faltung von MalSin vivo und in vitro und Modell des
Faltungsablaufs

Die Untersuchung der Faltung von MaiSvitro hat gezeigt, dal3 ebenso wie bei idevi-
vo Faltung eine Ausbildung der Disulfidbricken in MalS eine Grundvoraussetzung der Fal-
tung ist. Die Knupfung der Disulfidbriicken nimmt eine zentrale Stelle zu Beginn der Faltung
ein.

Eine effiziente Faltungn vitro ist abhangig von der Temperatur. Bei hoheren oder niedri-
geren Temperaturen ist die Faltung sehr ineffizient. Es bilden sich keine Disulfidbriicken aus,
und MalS faltet nicht in eine enzymatisch aktive Konformation. Es lassen sich Parallelen zu
der Faltung von MalS in einelsbANullmutante ziehen. Auch hier ist die Faltung tempera-
turabhéangig.

MalS kannin vitro nur bei einem pH-Wert falten, bei dem es eine hohe enzymatische Ak-
tivitat besitzt. Bei niedrigeren pH-Werten unterbleibt die Ausbildung der Disulfidbriicken.
Auch durch Glutathion oder DsbA kann unter solchen Bedingungen keine Oxidation stattfin-
den. Dies konnte ein Kontrollmechanismus sein, um MalS, das nicht voll enzymatisch aktiv
sein wird,in vivo einem Abbau zuzufihren. Ein Abbau von gefalteten Proteinen findet in
E. colinur in seltenen Féllen statt, so dal? bereits zu einem frihen Zeitpunkt Uber die Elimi-
nation entschieden werden muf3.

In der Anwesenheit des Substrats PG-6 unterbleibt die Faituwigra Dies ist tUberra-
schend, da im Periplasma wéahrend der Faltung das Substrat anwedandvietwird magli-
cherweise das faltende MalS z. B. durch ein Chaperon vor seinem Substrat abgeschirmt. Die
Fahigkeit der Substratbindung scheint aber schon vor dem Erreichen der aktiven Konformati-
on zu bestehen. Es ware sinnvoll zu ermitteln, ob eine Ausbildung der Disulfidbriicken statt-
findet. Hiermit liel3e sich feststellen, ob die Substratbindung die Faltung zu einem frihen oder
spaten Zeitpunkt verhindert. Durch die Verhinderung der Faltung kann das Substrat PG-6 als
Agens fur zukinftige Experimente ausgenutzt werden, um Faltungsintermediate zu identifi-
zieren. Uber solche ,eingefrorene” Faltungsschritte lieBe sich eine detaillierte Analyse aus-
fuhren.

Ein Vergleich der Faltung von Mali@ vitro undin vivo zeigt, dal3 viele Gemeinsamkeiten
bestehen. Die Daten lassen sich miteinander verbinden und ergénzen, so dal3 ein vorlaufiges
Modell der Faltung von MalS entworfen werfen kann (Abbildung 5-3).
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Abb. 5-3. Modell des Faltungsablaufs von MalS.

Das Modell des Faltungsablaufs basiert auf einer Verknipfung der experimentellen Daten der Faltung von MalS
in vivo und in vitro. Die Proteine, die oberhalb des Pfeiles stehen, unterstiitzen die Faltung; die Faktoren, die
unterhalb des Pfeiles stehen, kdnnen positiv und negativ die Faltung beeinflussen (* Die Stérung der Faltung in
Gegenwart von dem Substrat konnte nur fiir die Faltung in vitro gezeigt werden). Die Amylasedoméane von MalS
ist durch einen Zylinder dargestellt.

Ein kritischer Punkt bei der Faltung von MalS ist die Ausbildung der Disulfidbricken in
MalS. Biochemische Parameter, die einen Einfluf3 auf diesen Schritt haben, sind der pH-Wert,
die Temperatur, das Redoxpotential und — zumindestitro — die Anwesenheit des
Substrats. Die frihen Faltungsschritte werden durch die Proteine DsbA und DegP katalysiert
bzw. unterstutzt. Dieser erste Abschnitt erlaubt auch eine friihe Kontrolle Gber die weitere
Faltung von MalS. Ist eine Disulfidbrickenausbildung nicht méglich, unterbleibt eine weitere
Faltung, und das Protein aggregiert. Ein Abbau kann nun durch die Proteasen, z. B. DegP
eingeleitet werden. Durch die Ausbildung der Disulfidbriicken wird der N-Terminus an die
C-terminale Amylasedomane herangefuhrt und vermittelt wahrscheinlich die Faltung des
Amylasekdrpers. Ob hierbei auch andere Proteine beteiligt sind, ist noch nicht geklart.
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Bei der Faltung von MalS in vitro und in vivo kdnnen viele Gemeinsamkeiten festgestellt
werden. Es lalt sich so ein Modell des Faltungsablaufs aufstellen, bei dem die Faltung durch
die Bildung der Disulfidbriicken eingeleitet wird. Anschliel3end folgt die Faltung des Amy-
lasekorpers mit der Unterstiitzung der N-terminalen Domane.

5.5 Struktur- und Funktionsanalyse von DegP

Zur Aufklarung der Funktion der einzelnen Doméanen von DegP sind verschiedene Deri-
vate von DegP und DegPRjoa konstruiert worden, denen eine oder beide PDZ-Domanen
fehlen. Zusatzliche Information lieferten zwei zufallig erhaltene Punktmutanten und ein Kon-
strukt, das die PDZ-Doméanen ohne die restlichen Domanen von DegP exprimierte. Nachdem
die Punktmutante DegRgga Sich wie DegP verhielt und die Hitzesensitivitat einer
degPNullmutation vollstandig komplementieren konnte, wurde dieses Protein nicht gereinigt
und weiter analysiert. Die Mutation befindet sich laut der Sekundarstrukturvorhersage in ei-
nem (3-Strang der PDZ2-Doméne. Da es sich um einen konservativen Aminosaureaustausch
handelt, scheint die Mutation keinen Einflul3 auf die Struktur von DegP zu nehmen, und die
Funktion bleibt vollstandig erhalten. Alle weiteren konstruierten Derivate unterschieden sich
von DegP, und ihr Oligomerisierungsgrad und die verbliebene Funktion (Protease- und Cha-
peronaktivitat) sind untersucht worden. Die Daten sind in Tabelle 5-2 zusammengefalit.

Die Deletion einer oder beider PDZ-Domanen von DegP reduzierte die proteolytische Ak-
tivitat drastisch. Dies konnte durch verschiedene Substrate bestétigt werden. Eine Quantifizie-
rung der proteolytischen Aktivitat erfolgte mit Resorufin-markiertem Casein als Substrat. Bei
der Mutante DegP; gk War die proteolytische Aktivitat stark vermindert und oberhalbG2
noch weiter reduziert. Ein Abbau von gefaltetem reduziertem MalS wurde erst t§2ibé2
obachtet. Unterhalb dieser Temperatur war ein Abbau nicht sichtbar, allerdings entspricht die
Sensitivitat dieser Experimente nicht der von Resorufin-markiertem Casein als Substrat. Die
Temperatursensitivitat scheint demnach vom Substrat abzuhangen. Hieraus kann gefolgert
werden, dald der Aminosdureaustausch, der in der katalytischen Domane lokalisiert ist, ver-
mutlich die Substratbindung verandert. Durch die Mutation wird das Protein thermolabil. Der
Effekt einzelner Aminosaureaustausche ist haufig schwer zu interpretieren. Bei der Mutante
DegR:196k ist wahrscheinlich die Bindung der Substrate verschlechtert, aber auch eine Sto-
rung der Interaktion der Aminosauren der katalytischen Triade kann nicht ausgeschlossen
werden. Auf der negativen Thermosensitivitat des Rgggk beruht vermutlich auch die
Unfahigkeit, die Hitzesensitivitat eindegRNullmutante zu komplementieren. Die proteoly-
tische Funktion ist stark eingeschrankt und ist nicht mehr ausreichend fir eine Komplemen-
tation.

Bei den Konstrukten ohne PDZ1- oder PDZ2-Domane konnte mit Resorufin-markiertem
Casein eine Restaktivitat von 5 % gemessen werden. Im Gegensatz zpypBggRar
DegP\ppz1 temperatursensitiv, und so konnte oberhalb einer Temperatur Vi Bine
proteolytische Aktivitat mehr bestimmt werden. Diese Instabilitat des Proteins erklart auch
den Unterschied, dal3 Deg#ty71 im Gegensatz zu DegPBpz, den hitzesensitiven Phanotyp
einesdegP-Stammes nicht aufheben kann, obwohl die proteolytische Restaktivitat und die
Chaperonaktivitat identisch sind. Der Abbau von ungefaltetem reduziertem MalS und redu-
ziertem gefalteten MalS entspricht diesen Ergebnissen. Die proteolytische Aktivitat war bei
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beiden Konstrukten stark reduziert, und Dggfz, war bei Temperaturen > 3T nicht

mehr proteolytisch aktiv. Nach der Deletion beider PDZ-Domanen war mit keinem der gete-
steten Substrate eine Proteolyse feststellbar. Fur eine proteolytische Aktivitat von DegP sind
also die PDZ-Doménen unerlaflich.

Tab. 5-2. Eigenschaften von DegP und den DegP-Derivaten.

Komple- Spaltung von Chaperon- oligomere

Protein mentatioh AssMal® red. Mal$ Caseif  aktivita€ Formf

DegP +++ +++ +++ +++ +++ 12,6,"3

DegPappz1 - + - +# +++ 3

DegP\ppz2 + ++ ++ + +++ 1

DegRappz1,2 - - - - ++ 1

PDZ42 - n.d. n.d. n.d. - 2

DegRs210a ++ - - - +++ 12,6

DegRe196k - + - + - 12,6

DegR/3g6A +++ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

a: Komplementation der Hitzesensitivitat eindegRNullmutante: +++ vollstdndige Komplementation;
++ Komplementation bei hoherer Expression als bei +++; Komplementation bei héherer Expression als bei
++; - keine Komplementation.

b: Spaltung vodssMalS: +++ vollstandiger Abbau; ++ vollstandiger Abbau, jedoch langsamer als bei +++;
+ unvollstandiger Abbau; - kein Abbau.

c. Spaltung von reduziertem gefaltetem MalS: : +++ vollstandiger Abbau bePG,3¥artieller Abbau bei
< 37°C ; ++ vollstandiger Abbau ab 3T, jedoch langsamer als bei +++; - kein Abbau.

d: Spaltung von Resorufin-markiertem Casein: +++ Aktivitat von DegP; + 5 - 10 % der Aktivitat von DegP;
- < 0,1 % der Aktivitat von DegR;Verlust der proteolytischen Aktivitat ab 3C; * Reduktion der proteo
lytschen Aktivitat ab 32C.

e: Unterstitzung der Faltung vdrssMalS anhand der Titrationsexperimente: +++ Effekt vergleichbar zu

DegPRs,194 ++ hOhere Proteinkonzentration erforderlich fur einen zu RQegf vergleichbaren Effekt;

- kein spezifischer Effekt feststellbar.

Die Bestimmung des oligomeren Status der Proteine erfolgte durch eine Gelfiltration; * (Waller und Sauer,
1996).

n.d.: nicht durchgefihrt.

Da natives MalS von den DegP-Derivaten nicht abgebaut wurde, fihrt die Deletion einer

oder beider PDZ-Domanen nicht zu einer ,falschen* Erkennung von Substraten und damit
einem wahllosen Abbau von intakten Proteinen. Auch fir DegP ist fur die Substraterkennung
das Offnen der Disulfidbriicke in MalS notwendig. Bei einem Fusionsprotein war zuvor be-
obachtet worden, daR das Offnen der Disulfidbriicke fir einen Angriff durch DegP notwendig
ist (Kolmar et al., 1996), und auch bei der Clp-Protease (Kessel et al., 1995) und dem 20S
Proteasom vomhermoplasma acidophilunfWenzel und Baumeister, 1995) ist das Lésen

der Disulfidbriicke im Substrat fir eine Proteolyse notwendig. Wahrscheinlich haben die
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Substrate durch die Disulfidbriicke eine zu ausgedehnte Struktur und eine Aufnahme in die
Bindetasche ist nicht méglich. Dies kénnte aber als Kontrollmechanismus dienen, um eine
Spaltung von nativen Proteinen zu verhindert.

Die Deletion der PDZ1- oder PDZ2-Domaéane hatte keinen Einflu3 auf die Chaperonakti-
vitat; eine Deletion beider PDZ-Domanen hatte nur eine geringe Verminderung zu Folge. Die
PDZ-Domanen selber wiesen keine Chaperonaktivitat auf. Die PDZ-Domanen in DegP haben
also fir die Chaperonaktivitat keine Bedeutung. Die fir eine Chaperonaktivitat wichtigen
Elemente scheinen auf die katalytischen Domé&nen beschrankt zu sein. Diese Hypothese wird
auch durch die Punktmutante DegBgk unterstutzt. Es ist eine Mutante in der katalytischen
Domane, und nicht nur die proteolytische Aktivitat ist stark verschlechtert, sondern auch die
Chaperonaktivitat ist verlorengegangen. Auch das Auftreten eines wahrscheinlich proteoly-
tisch inaktiven DegP-Homologs Rickettsia tsutsugamustbei dem die Aminosauren der
katalytischen Triade fehlen, die ,katalytische" Domane jedoch vorhanden ist, spricht fur die-
se Hypothese (Bass et al., 1996). Die experimentellen Daten dieser Arbeit unterstiitzen nicht
das theoretische Modell von Pallen und Wren (Pallen und Wren, 1997). Diese Autoren po-
stulieren aufgrund der peptidbindenden Eigenschaften von PDZ-Doméanen (Saras und Heldin,
1996) eine Beteiligung bei einer moglichen Chaperonaktivitat von DegP. Aufgrund der expe-
rimentellen Ergebnisse dieser Arbeit werden die peptidbindenden Eigenschaften der PDZ-
Domanen flr die Oligomerisierung von DegP genutzt (siehe nachster Abschnitt).

Die Punktmutationen in der katalytischen Doméane, Regka und DegR196k, Z€igten
keinen Verlust der Oligomerisierung, denn diese Proteine liegen als Hexamere und Dodeca-
mere vor. Nach der Deletion einer oder beider PDZ-Doméanen war der Oligomerisierungsgrad
stark herabgesetzt. Das Konstrukt ohne die PDZ2- oder ohne beide PDZ-Doméanen oligomeri-
sierte nicht mehr. Das Derivat ohne die PDZ1-Doméane bildete noch Trimere aus. Die PDZ2-
Domane muf3 folglich fur die Trimerisierung der Molekile notwendig sein. Die PDZ-
Domaéanen allein dimerisierten. Fur die Anordnung der Trimere zu Hexameren und Dodeca-
meren scheinen beide PDZ-Doméanen notwendig zu sein. Die N-terminalen Bereiche der bei-
den PDZ-Domaénen variieren stark in der Aminoséuresequenz. Diese Unterschiede sollten fur
die spezifischen Eigenschaften der Doméanen verantwortlich sein.

Die PDZ-Domanen sind demnach entscheidend fir die Oligomerisierung von DegP. Auch
die PDZ-Doménen von ClpX sind fir eine Oligomerisierung notwendig (Levchenko et al.,
1997). Bei ClpX konnte fur die PDZ-Domanen auch eine Beteiligung bei der Bindung des
Substrats nachgewiesen werden. Hierfur gibt es bei DegP noch keine Hinweise. Die PDZ-
Doménen von ClpX zeigen eine starke Abweichung in der Aminosauresequenz zu anderen
bekannten PDZ-Domanen (Levchenko et al., 1997). Die homologen Bereiche scheinen eher
fur die dreidimensionale Struktur verantwortlich zu sein. Deshalb sind funktionelle Unter-
schiede vorstellbar.

Die Oligomerisierung der DegP-Monomere ist fur die proteolytische Aktivitat von zentra-
ler Bedeutung, fur die Chaperonaktivitat aber nicht notwendig. Nicht untersucht wurde der
Einflu3 der Temperatur auf den Oligomerisierungsgrad. Mdglich ware eine zunehmende Oli-
gomerisierung mit steigender Temperatur, und ein allosterischer Effekt konnte die proteolyti-
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sche Aktivitat unterstitzen. Dies sind experimentelle Ansatzpunkte fir zuklnftige Arbeiten,
um die Bedeutung der Oligomerisierung fur die proteolytische Aktivitéat zu verstehen.

Die Struktur- und Funktionsanalyse anhand von DegP-Derivaten, bei denen einzelne Do-
manen deletiert sind, hat gezeigt, dal’ die PDZ-Domanen wichtig sind fir die Oligomerisie-
rung des Molekils. Fir die Chaperonaktivitdt haben die PDZ-Doménen keine Bedeutung,
und die Chaperonaktivitat scheint durch die Bindungstasche der katalytischen Domane ver-
mittelt zu werden. Fur eine effiziente proteolytische Funktion von DegP sind die PDZ-
Domaénen essentiell . Dies kdnnte auf einer kooperativen Wechselwirkung der Untereinheiten
durch die Oligomerisierung beruhen.

5.6 Steuerung der Funktion von DegP Uber die Temperatur

Die proteolytische Aktivitat von DegP ist abhéngig von der Inkubationstemperatur. Dies
konnte mit zwei verschiedenen Substraten gezeigt werden: i) Resorufin-markiertes Casein
und ii) reduziertes ungefaltetes MalS. Unterhalb vorf@&onnte keine Spaltung der
Substrate festgestellt werden. Ab €1 wurde eine zunehmende Spaltung festgestellt; ein
deutlicher Aktivitatssprung fand ab einer Temperatur vohC3&tatt.

Natives MalS war bei allen getesteten Temperaturen resistent gegeniber der Spaltung
durch DegP. Zumindest bis zu einer Temperatur vofiCAfindet eine korrekte Unterschei-
dung zwischen Substrat und nicht Substrat statt, und so kann eine Veranderung der Substrat-
bindestelle mit ansteigender Temperatur ausgeschlossen werden.

Eine Reduktion der Disulfidbriicken in nativem MalS war ausreichend, um einen Abbau
des Proteins durch DegP herbeizufiihren. B€i@G&st die Spaltung von reduziertem gefalte-
tem MalS ineffizient. Ein erkennbares Spaltprodukt von 68 kDa trat auf. Bei einer Proteoly-
setemperatur von 42 wurde das Protein géanzlich abgebaut. Bei hoheren Temperaturen
wird die Proteaseaktivitdt demnach stark erhoht, und auch nur leicht denaturierte Proteine
werden effizient abgebaut.

Maoglich ware eine Veranderung des Substrats mit ansteigender Temperatur. Dies ist aber
unwahrscheinlich, da auch reduziertes MalS nach einer Inkubation b€ikinen Verlust
der enzymatischen Aktivitat zeigt. Um diese Mdglichkeit dennoch auszuschlie3en, waren
kurzkettige Peptide getestet worden. Die Peptide waren in ihrer LAnge so gewéhlt worden,
dai3 eine Strukturveranderung in der Abhéngigkeit der Temperatur auszuschliel3en war. Von
DegP wurden diese Peptide aber nicht gespalten. Ein guter Kandidat fur ein Substrat stellt
nun ein synthetisches Fragment von MalS dar, in dem sich eine Erkennungs- und Spaltstelle
fur DegP befindet. Eine solche Spaltstelle konnte durch ein Ansequenzieren des®ei 32
entstehenden hochmolekularen Spaltfragments von reduziertem MalS identifiziert werden.

Durch die Messung der Tyrosin-Fluoreszenz kdonnen zwei Strukturveranderungen fur
DegP vorgeschlagen werden. Die Tyrosin-Fluoreszenz veradndert sich mit der Temperatur.
Dieser Verlauf ist jedoch nicht linear, sondern diskontinuierlich mit zwei Stufen, die sich bei
den Temperaturwerten der Aktivierung der proteolytischen Aktivitat von DegP befinden:
22°C und 32°C. Eine strukturelle Veranderung in DegP mul3 bei diesen Temperaturen ein-
treten. Sie kdnnte einen regulativen EinfluR auf die Proteaseaktivitat haben. Dies ist auch ein
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weiterer Hinweis, dal3 die Temperaturabhéngigkeit der Proteolyse nicht auf einer Verande-
rung des Substrates beruht, sondern direkt auf DegP.

DegPRs2104 @giert bei allen getesteten Temperaturen nur als Chaperon. Die Ausbildung
von Disulfidbriicken in MalS wird auch bei 42 unterstitzt. DegP hat zwei Funktionen:
Chaperon und Protease. Eine Chaperonaktivitat von DegP ist nur bei niedrigen Temperaturen
feststellbar. Durch die Temperaturerh6hung wird die Chaperon- durch die zunehmende Pro-
teaseaktivitat Uberlagert. So entsprechen die Mengen an reduziertem und oxidiertem MalS
nach einer Ruckfaltung in der Gegenwart von DegP der bei £5gR Bei einer Fal-
tungstemperatur von 3 oder 42C baut DegP hingegen reduziertes MalS ab, der Anteil
an oxidiertem MalS ist geringer und deshalb ist die gesamte MalS-Menge vermindert.

Wie konnte der Mechanismus der Aktivierung der Proteaseaktivitdt aussehen? Der einzige
Unterschied zwischen DegP und Deglpa ist das Serin des aktiven Zentrums. Beide Pro-
teine haben eine identische Sekundarstruktur (Skorko-Glonek et al., 1995a). Welche der bei-
den Funktionen von DegP aktiv ist, konnte durch die Zuganglichkeit des Serin-210 bestimmt
werden. Als hypothetischer Mechanismus fiir die Aktivierung der Proteasefunktion wird eine
temperaturabhangige Tertiarstrukturveranderung vorgeschlagen. Das Serin befindet sich nach
der Sekundarstrukturvorhersage in einer Schleife, die beiden anderen Aminosauren der kata-
lytischen Triade sind hingegen in eineiHelix fixiert. Die Lokalisierung in der Schleife
konnte dem Serin eine rdumliche Flexibilitat verleihen. Durch eine Temperaturerh6hung wird
das Serin-210 in die raumliche Nahe des Histidin-105 und Aspartat-135 der Triade gebracht,
und es kann so das Zusammenspiel der drei fur die proteolytische Aktivitat wichtigen Reste
stattfinden (Abbildung 5-4).

H\;ﬁ N

Abb. 5-4. Modell der Serinzuganglichkeit.

Welche der beiden Konformationen vorliegt, wird durch die Temperatur bestimmt. Im inaktiven Zustand ist die
katalytische Triade unterbrochen (linke Konformation). Bei Temperaturen, bei denen DegP proteolytisch aktiv ist,
liegt die rechte Konformation vor. a-helikale Bereiche sind rot dargestellt. Die Reste der katalytischen Triade
(Histidin-105, Aspartat-135 und Serin-210) sind im Ein-Buchstaben-Code wiedergegeben.

Aufgrund der Strukturdaten kristallisierter Proteasen der gleichen Familie ist bekannt, daf3
sich die katalytische Triade im Zentrum der Bindungstasche befindet. Eine Konformati-
onsanderung brauchte deshalb nicht die Substratbindetasche zu betreffen, und so ist eine Bin-
dung des Substrats bei allen Temperaturen ermdglicht. Das Substrat hat bei niedrigen Tempe-
raturen, bei denen DegP ausschlie3lich als Chaperon aktiv ist, die Chance, durch viele Zyklen
von Bindung und Freisetzung die native Konformation zu erreichen. Bei hoher Temperatur,
bei der DegP zusatzlich eine starke Proteaseaktivitat entfaltet, steht hierflir nur wenig Zeit zur
Verfligung. Wenn diese nicht ausreichend fir eine Faltung ist, wird der Weg der Proteolyse
eingeschlagen und das Substrat einem schnellen Abbau zugefihrt.
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Als Ansatzpunkt fur weitere Arbeiten, sollte die Serinzuganglichkeit in der Abhangigkeit
der Temperatur betrachtet werden. Méglichkeiten fir experimentelle Versuche sind ein Aus-
tausch des Serins gegen ein Tryptophan oder Cystein. Durch den Tryptophanaustausch liel3e
sich eine Veranderung des aktiven Zentrums uber eine Veranderung der Fluoreszenz nach-
weisen. Der Cysteinaustausch ermdglicht die Zuganglichkeit in Abhangigkeit der Temperatur
mit einem Crosslinker zu prufen. Dieser kbnnte aus einem einfachen Peptid oder sogar einem
ganzen Protein bestehen.

Der Wechsel vom Chaperon zur Protease ist bei DegP uber die Temperatur gesteuert. Mit
steigender Temperatur nimmt die proteolytische Aktivitat zu und lUberlagert die Chaperonak-
tivitat. Als Regulationsmechanismus fur diesen Wechsel kann eine Konformationsénderung,
die die Zuganglichkeit des Serins der katalytischen Triade kontrolliert, vorgeschlagen wer-
den.
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